Evaluación in vitro de la actividad antimicobacteriana de un fullerol C60 (OH) X en Mycobacterium smegmatis by Bustamante Romero, Andrés Felipe & Vásquez Benítez, Sergio David
1 
 
 
 
 
EVALUACIÓN IN VITRO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICOBACTERIANA DE UN 
FULLEROL C60(OH)X EN Mycobacterium smegmatis 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ANDRÉS FELIPE BUSTAMANTE ROMERO 
SERGIO DAVID VÁSQUEZ BENÍTEZ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
UNIVERSIDAD DE CIENCIAS APLICADAS Y AMBIENTALES - U.D.C.A.  
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD 
PROGRAMA DE QUIMICA FARMACÉUTICA 
BOGOTÁ, COLOMBIA 
2017 
2 
 
EVALUACIÓN IN VITRO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICOBACTERIANA DE UN 
FULLEROL C60(OH)X EN Mycobacterium smegmatis 
 
 
 
 
 
 
 
 
ANDRÉS FELIPE BUSTAMANTE ROMERO 
c.c. 1016045796 
SERGIO DAVID VÁSQUEZ BENÍTEZ 
c.c. 1030585401 
 
 
 
 
 
 
Proyecto de grado presentado para optar por el título de Químico 
Farmacéutico 
 
 
 
 
 
DIRECTOR: 
ALVARO DUARTE RUIZ 
 
CO-DIRECTOR: 
CARLOS YESID SOTO 
 
 
 
 
 
UNIVERSIDAD DE CIENCIAS APLICADAS Y AMBIENTALES - U.D.C.A.  
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD 
PROGRAMA DE QUIMICA FARMACÉUTICA 
BOGOTÁ, COLOMBIA 
2017 
3 
 
DEDICATORIA 
 
A Dios, a nuestras familias, a nuestros profesores y a todas aquellas personas que 
fueron parte de nuestro proceso formativo y siempre nos apoyaron para continuar 
luchando por nuestros sueños. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4 
 
AGRADECIMIENTOS 
 
A la Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales U.D.C.A, por todo el 
conocimiento adquirido durante estos incansables años de estudio y por la 
formación dada por todos y cada uno de nuestros docentes. 
 
En especial a la Universidad Nacional de Colombia por abrirnos las puertas de sus 
grupos de investigación. Al profesor Álvaro Duarte por toda su guía y aporte de 
conocimiento en el desarrollo de este proyecto, al grupo de investigación de 
nuevos materiales nano y supramoleculares por todo el apoyo prestado durante 
este tiempo, al profesor Carlos Yesid Soto por toda su guía y colaboración durante 
este proceso investigativo con el grupo de Biología y Bioquímica Molecular de las 
Micobacterias (BBMM) aportándonos conocimiento para la elaboración del 
proyecto, a todas y cada una de las personas que durante nuestra estancia 
investigativa apoyaron nuestro proceso para lograr la meta deseada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5 
 
ÍNDICE 
 
1. INTRODUCCIÓN ................................................................................14 
2. OBJETIVOS ......................................................................................16 
2.1. OBJETIVO GENERAL: ....................................................................16 
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS: ...............................................................16 
3. REVISION DE LITERATURA ...................................................................17 
3.1. TUBERCULOSIS ...........................................................................21 
3.1.1. Tipos de tuberculosis ..............................................................24 
3.1.2. Envoltura de la Mycobacterium tuberculosis .................................25 
3.1.3. Mecanismos de Resistencia .......................................................26 
3.2. Mycobacterium smegmatis ............................................................28 
3.3. Fullerenos .................................................................................29 
3.4. Fulleroles .................................................................................38 
3.5. Ensayos de actividad biológica ........................................................47 
3.5.1. Métodos de dilución: ..............................................................47 
3.5.2. Determinación de la MIC ..........................................................48 
3.5.3. Determinación de viabilidad celular con Resazurina ........................49 
4. MATERIALES Y METODOS .....................................................................51 
4.1. Síntesis del Fullerol .....................................................................51 
4.1.1. Síntesis del Fullerol C60(OH)12 – Método 1 ......................................51 
4.1.2. Síntesis Del Fullerenol (C60(OH)44*8H2O) – Método 2 ........................52 
4.2. Evaluación In vitro de la actividad antimicobacteriana ..........................53 
5. RESULTADOS Y ANÁLISIS DE RESULTADOS ................................................53 
5.1. Síntesis de fullerol por Método 1 .....................................................54 
5.2. Síntesis de fullerol por Método 2 .....................................................58 
5.3. Evaluación in vitro de la actividad antimicobacteriana ..........................67 
6. CONCLUSIONES ................................................................................70 
7. IMPACTO ESPERADO ..........................................................................71 
8. ANEXOS .........................................................................................72 
9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS: .............................................................96 
 
 
 
 
 
6 
 
ÍNDICE DE FIGURAS 
 
Figura 1. Ae Jung. H, & Young. J. (2011). Aprobación de nuevos antibióticos por parte de 
la FDA. Recuperado de “Nanoantibiotics: A new paradigm for treating infectious diseases 
using nanomaterials in the antibiotics resistant era” .......................................... 17 
Figura 2. Ae Jung. H ,& Young. J. (2011). Varios mecanismos antimicrobianos presentados 
por los nanomateriales. Recuperado de “Nanoantibiotics: A new paradigm for treating 
infectious diseases using nanomaterials in the antibiotics resistant era” .................. 18 
Figura 3. Vedha. H, (2010) Estructura de un liposoma como blanco de liberación de 
fármacos. Recuperado de “Novel technologies: A weapon against tuberculosis” ......... 19 
Figura 4. Jun-Pil. J, (2012) Imágenes tomadas por infrarrojo cercano que muestran el daño 
celular producido en tumores generados en ratones, en un periodo de tiempo. Recuperado 
de “Cancer targeting strategies in nanomedicine: Design and application of chitosan ... 19 
Figura 5. Banyal. S. Et al. (2013). Posibles sistemas farmacéuticos usados para tratar la 
TB. Recuperado de “Advances in nanotechnology for diagnosis and treatment of 
tuberculosis” ......................................................................................... 20 
Figura 6. OMS (2016). Tasa estimada de incidencia de TB en 2015. Recuperado de “Global 
Tuberculosis Report 2016” ......................................................................... 22 
Figura 7. Ana. Costa, et al (2016) Representación esquemática de la infección por 
tuberculosis. Recuperado de “The formulation of nanomedicines for treating tuberculosis”
 ......................................................................................................... 22 
Figura 8. Ana. Costa, et al (2016) Ilustración de la influencia del tamaño de partícula en 
la deposición pulmonar y la fagocitosis por parte de los macrófagos alveolares. Recuperado 
de “The formulation of nanomedicines for treating tuberculosis” .......................... 23 
Figura 9. Gorocica Et. Al. (2005). Representación esquemática de la pared celular de M. 
tuberculosis. Recuperado de “Componentes glicosilados de la envoltura de Mycobacterium 
tuberculosis que intervienen en la patogénesis de la tuberculosis” ......................... 26 
Figura 10. Banyal. S. et al. (2013). Factores importantes de los mecanismos de 
supervivencia implicados en la detención de la maduración del fagosoma de 
Mycobacterium tuberculosis dentro de los macrófagos. Recuperado de “Advances in 
nanotechnology for diagnosis and treatment of tuberculosis” ............................... 27 
Figura 11. Yunyan, G. et al, (2009) Estructura Química de la Rivoflavina. Tomado de 
“Efficient photocleavage of DNA utilizing water soluble riboflavin/naphthaleneacetate 
substituted fullerene complex” ................................................................... 30 
Figura 12. Jun-Pil. J , et al, (2012) Estabilidad de las partículas de NP´s y eficiencia en 
sistemas de blanco anticancerígeno. Recuperado de “Cancer targeting strategies in 
nanomedicine: Design and application of chitosan nanoparticles” .......................... 32 
Figura 13. Ryoko. A, Feng. L, & Yasukazu. S, (2014) Cambios morfológicos en la superficie 
celular en células de fibrosarcoma, inducido por incubación con el complejo PEG-C60 
después de irradiación de luz UV visible. Recuperado de “Photodynamic anti-cancer 
effects ................................................................................................ 33 
Figura 14. Ernest. M, et al, (2008). Marco conceptual para el análisis de la 
fotosensibilización del fullereno y la producción de ROS. Cada jaula representa la 
configuración electrónica de una molécula de fullereno genérica (por ejemplo, hidrolizado 
o no derivatizado .................................................................................... 33 
Figura 15. Huijuan. Z, (2014) Mecanismos especiales antitumorales mostrados por el 
complejo C60-HA (Artemisina) con radiación laser a 532 nm. Recuperado de “Transferrin-
mediated fullerenes nanoparticles as Fe2+ dependent drug vehicles for synergistic anti-
tumor ................................................................................................. 34 
Figura 16. Wang S. Et al. (2005). Estructura simplificada del fullerol. Recuperado de “Novel 
7 
 
and efficient synthesis of water soluble (60) Fullerenol by Solvent Free Reaction” ...... 39 
Figura 17. Gengmei. X, et al, (2004) Espectro de masas por tiempo de vuelo (TOF-MS) en 
la disociación por láser inducido de C60(OH)42, C60(OH)44, C60(OH)30, C60(OH)32, C60(OH)36. 
Recuperado de “Influences of Structural Properties on Stability of Fullerenols” ......... 40 
Figura 18. Gengmei. X, et al, (2004) Intensidad de las masas de a). C60O y b). C60 (OH)4 
como función del número de hidroxilos de C60(OH)n. Recuperado de “Influences of 
Structural Properties on Stability of Fullerenols” .............................................. 41 
Figura 19. Li-Yun. Y, et al, (2016) Efectos del fullerol en la intraestructura de la 
mitocondria. Recuperado de “Toxicity of polyhydroxylated fullerene to mitocondria” .. 43 
Figura 20. Joan E. R, et al (2008) Acumulación de fullerol en células HLE-B3. Recuperado 
de “Phototoxicity and cytotoxicity of fullerol in human lens epithelial cells”............. 44 
Figura 21. Jacek. G, et al (2013) Imágenes al microscopio de eritrocitos expuestos a 
fullerol. Las células fueron incubadas en presencia de fullerol. (Escala 10uM). Recuperado 
de “Fullerenol C60(OH)36 could associate to band 3 protein of human erythrocyte membrane
 ......................................................................................................... 45 
Figura 22. Katawera V. Et al. (2014). Evaluación In vitro por microtiter con resazurina. 
Recuperado de “Evaluation of the modified colorimetric resazurin microtiter plate-based 
antibacterial assay for rapid and reliable tuberculosis drug susceptibility testing” ...... 49 
Figura 23. Figura 22. Escobar M. Et al. (2010). Conversión de resazurina a resorufina por 
acción metabólica de células viables. Recuperado de “Aplicación De Un Método 
Fluorométrico Para Evaluar La Proliferación Celular En Líneas Celulares Tumorales” ... 50 
Figura 24. Chiang et al. (1994). Síntesis de Fullerol C60(OH)12. Recuperado de “Efficient 
Synthesis of Polyhydroxylated Fullerene Derivatives via Hydrolysis of Polycyclosulfated 
Precursors” ........................................................................................... 51 
Figura 25. Kokubo K. (2008). Reacción del derivado C60(OH)12 con H2O2.Recuperado de 
“Facile Synthesis of Highly Water-Soluble Fullerenes More Than Half-Covered by Hydroxyl 
Groups” ............................................................................................... 52 
Figura 26. Espectro IR del fullerol C60(OH)x por vía de policiclosultación. .................. 56 
Figura 27. Espectro UV del fullerol C60(OH)X del fullerol por vía de compuestos 
policiclosulfatados .................................................................................. 57 
Figura 28. Determinación de análisis elemental en el compuesto C60(OH)x por el método 2 
en el ensayo 1 ....................................................................................... 60 
Figura 29. Determinación de análisis elemental en el compuesto C60(OH)x por el método 2 
en el ensayo 2 ....................................................................................... 61 
Figura 30. Termograma TGA obtenido del fullerol sintetizado por el método 2. .......... 62 
Figura 31. Espectro IR del fullerol C60(OH)x por método 2 "Síntesis fácil de fullerenol". . 63 
Figura 32. Kokubo K. (2011). Izq. Espectro IR de (a)C60(OH)12, (b) C60(OH)36*8H20 y (c) 
C60(OH)44*8H2O purificado. Der. Espectro IR de (a) TBAH (b) C60(OH)44 y (c) C60(OH)44*8H2O 
purificado. Recuperado de "Facile and Scalable Synthesis of a Highly Hydroxylated 
Fullernol .............................................................................................. 64 
Figura 33. Tabla de bandas IR del fullerol C60(OH)x por método 2 "Síntesis fácil de 
fullerenol". ........................................................................................... 64 
Figura 34. Kokubo (2011). Izq. Bandas características del C60(OH)36-44. Der. Bandas 
características del Fullerol purificado C60(OH)44*8H20. Recuperado y adaptado de "Facile 
and Scalable Synthesis of a Highly Hydroxylated Fullereno ................................... 65 
Figura 35. Espectro UV-Vis del fullerol obtenido ............................................... 65 
Figura 36. Semenov (2011). Espectro óptico del fullerol en solución de agua. Recuperado 
de "Fullerenol Synthesis and Identification. Properties of the fullerenol waters solutions."
 ......................................................................................................... 66 
Figura 37. Kokubo K. (2008). Espectro UV-Vis del C60 en tolueno. Recuperado de “Facile 
8 
 
Synthesis of Highly Water-Soluble Fullerenes More Than Half-Covered by Hydroxyl Groups”
 ......................................................................................................... 66 
Figura 38. Placa Microtiter revelada con resazurina en la evaluación de la actividad del 
fullerol C60(OH)x en células micobacterianas .................................................... 67 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
9 
 
ÍNDICE DE TABLAS 
 
Tabla 1. Usos del fullereno ........................................................................ 35 
Tabla 2 Síntesis de derivados de fullerenos ..................................................... 37 
Tabla 3 Obtención de fulleroles ................................................................... 46 
Tabla 4. Bandas IR obtenidos en el compuesto analizado C60(0H)X .......................... 56 
Tabla 5. Análisis elemental al compuesto C60(OH)X por vía de policiclosulfatación ....... 57 
Tabla 6. Análisis elemental del Ensayo 1 por el método 2 para la obtención del compuesto 
C60(OH)x ............................................................................................... 59 
Tabla 7. Análisis elemental del Ensayo 1 obtenido mediante el método 2. Proporciones 
atómicas relativas y relaciones atómicas obtenidas teóricamente .......................... 60 
Tabla 8. Análisis elemental del Ensayo 2 por el método 2 para la obtención del compuesto 
C60(OH)x ............................................................................................... 60 
Tabla 9. Análisis elemental del Ensayo 2 obtenido mediante el método 2. Proporciones 
atómicas relativas y relaciones atómicas obtenidas teóricamente .......................... 61 
Tabla 10. Determinación de la cantidad de moléculas de agua y grupos hidroxilos obtenidos 
para el fullerol según análisis elemental. ....................................................... 63 
Tabla 11. Sensibilidad de cepas clínicas de M. smegmatis expresada en µg/ml. Recuperado 
de: Mycobacterium smegmatis. Control de Calidad SEIMC. Hospital Universitario Sevilla.a
 ......................................................................................................... 69 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
10 
 
ANEXOS 
 
8. ANEXOS .........................................................................................72 
8.1. FULLEROL (Vía Derivados Policiclosulfatados – Método 1) ............................72 
8.1.1. Reporte de análisis elemental. Lectura de blanco. ............................72 
8.1.2. Reporte de análisis elemental. Lectura del By-Pass. ..........................73 
8.1.3. Reporte de análisis elemental. Lectura del estándar 001. ...................74 
8.1.4. Reporte de análisis elemental. Lectura del estándar 002. ...................75 
8.1.5. Reporte de análisis elemental. Lectura del estándar 003. ...................76 
8.1.6. Reporte de análisis elemental. Lectura del estándar 004. ...................77 
 ......................................................................................................77 
8.1.7. Reporte de análisis elemental. Lectura de Metionina. ........................78 
8.1.8. Reporte de análisis elemental. Lectura de QC BBOT. .........................79 
8.1.9. Reporte de análisis elemental. Lectura de Muestra fullerol Método 1. ....80 
8.1.10. Reporte de análisis elemental. Lectura de Curva de calibración. ........81 
8.1.11. Espectro FT-IR del fullerol obtenido por el método 1 ......................83 
8.2. FULLEROL (Vía Derivados Polihidroxilados – Método 2) ...............................84 
8.2.1. Reporte de análisis elemental. Lectura de estándar 001. ....................84 
8.2.2. Reporte de análisis elemental. Lectura de estándar 002. ....................85 
8.2.3. Reporte de análisis elemental. Lectura de estándar 003. ....................86 
8.2.4. Reporte de análisis elemental. Lectura de estándar 004. ....................87 
8.2.5. Reporte de análisis elemental. Lectura de estándar 005. ....................88 
8.2.6. Reporte de análisis elemental. Lectura del Bypass. ...........................89 
8.2.7. Reporte de análisis elemental. Lectura de Metionina. ........................90 
8.2.8. Reporte de análisis elemental. Lectura de QC BBOT ..........................91 
8.2.9. Reporte de análisis elemental. Lectura de Curva de calibración. ...........92 
8.2.10. Reporte de análisis elemental. Lectura del fullerol obtenido por el 
método 2 – Ensayo 1. ...........................................................................94 
8.2.11. Reporte de análisis elemental. Lectura del fullerol obtenido por el 
método 2 – Ensayo 2. ...........................................................................95 
 
 
 
 
 
 
 
 
11 
 
INDICE DE ABREVIATURAS 
 
ADMET: Absorción, distribución, metabolismo, excreción y toxicidad 
BCG: Vacuna atenuante de la Tuberculosis 
DODAB: Bromuro de dimetildioctaddecilamonio 
DPH: Difenilhidramina 
EPS: sustancia polimérica extracelular 
EPT: transformación eficiente del plásmido 
FDA: Food and drugs Administration  
LAM: Lipoarabinomanana 
MAGP: ácido micólico-arabinogalactano-peptidoglicano 
MBC: concentración mínima bactericida 
MFC: concentración mínima fatal 
MIC: concentración mínima inhibitoria 
NOS: óxido nítrico sintasa 
NP: Nanopartícula 
PVP: polivinilpirrolidona 
ROS: Especies reactivas de oxigeno 
SAFB: sistemas de administración de fármacos Biocompatibles 
TB: Tuberculosis 
TB-DS: Tuberculosis resistente a fármacos 
TB-MDR: Tuberculosis resistente a múltiples fármacos 
TB-XDR: Tuberculosis extensamente resistente a fármacos 
TOF-MS: Analizador de masas por tiempo de vuelo. 
XPS: Espectroscopia foto electrónica de rayos X 
SNC: Sistema Nervioso Central  
 
 
 
 
 
 
 
 
12 
 
RESUMEN 
 
La tuberculosis (TB) se caracteriza por ser una enfermedad crónica e infecciosa 
causada por el bacilo Mycobacterium tuberculosis. Este tipo de bacterias infectan 
mayoritariamente los pulmones, pero pueden expandirse a huesos y meninges; sin 
embargo, existe la posibilidad de su prevención y tratamiento. Este tipo de 
bacterias se han vuelto resistentes a casi todos los fármacos antituberculosos, lo 
que dificulta el control de la enfermedad, lo que a su vez es una motivación para 
el desarrollo de nuevos medicamentos y tratamientos. En relación a la resistencia 
antibiótica, la tuberculosis (tb) puede clasificarse en uno de los tres tipos 
principales: tb resistente a fármacos (tb-ds), tb resistente a múltiples fármacos 
(mdr-tb) o tb extensamente resistente a fármacos (tb-xdr). 
 
Por otra parte, los derivados polihidroxilados de fullereno C60 poseen 
características anfipáticas y antimicrobianas. Los fulleroles comprenden una forma 
funcionalizada del fullereno C60, de la que se ha determinado propiedades 
biológicas como una nueva alternativa terapéutica. En este trabajo se evaluó la 
actividad antimicobacteriana del compuesto fullerol sobre Mycobacterium 
smegmatis, una micobacteria ambiental, por medio de la técnica de microdilución 
en pozo o microtiter. El fullerol obtenido exhibe un efecto inhibitorio del 
crecimiento de M. smegmatis en concentraciones desde 0.5 mg/mL. El compuesto 
obtenido se caracterizó por medio de técnicas espectroscópicas (FT-IR, TGA y 
UV/VIS), análisis elemental y métodos cualitativos que permiten dilucidar su 
estructura. 
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ABSTRACT 
 
Tuberculosis (TB) is characterized by a chronic and infectious disease caused by 
the bacillus Mycobacterium tuberculosis. These types of bacteria mostly infect the 
lungs, but can spread to bones and meninges; However, there is the possibility of 
its prevention and treatment. This type of bacteria becomes resistant to almost 
all antituberculosis drugs, which makes it difficult to control the disease, which in 
turn is a motivation for the development of new drugs and treatments. In relation 
to antibiotic resistance, tuberculosis (TB) can be classified into one of the three 
main types: drug resistant tb (tb-ds), multidrug resistant tb (mdr-tb), or 
extensively drug resistant tb- Xdr). 
 
On the other hand, the polyhydroxylated derivatives of C60 fullerene have 
amphipathic and antimicrobial characteristics. Fullerols comprise a functionalized 
form of fullerene C60, from which biological properties have been determined as 
a new therapeutic alternative. In this work the antimicrobacterial activity of the 
complete compound on Mycobacterium smegmatis, an environmental 
mycobacteria, was evaluated by microdilution technique and microtiter well. The 
obtained fullerol has a growth inhibitory effect of M. smegmatis at concentrations 
of 0.5 mg / mL. The compound obtained is characterized by spectroscopic 
techniques (FT-IR, TGA and UV / VIS), elemental analysis and qualitative methods 
to dilute its structure. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
La tuberculosis (tb) es una enfermedad crónica e infecciosa, y una de las 
principales causas de mortalidad a nivel mundial. Tan solo en 2015, 10.4 millones 
de personas enfermaron de tb y 1.8 millones murieron por esta enfermedad, y casi 
un tercio de la población mundial padece de tb latente15. Por otra parte, los 
tratamientos antituberculosos son muy costosos y que demandan gran personal de 
la salud para su atención primaria.60 
 
La tb es causada en humanos principalmente por cepas de mycobacterium 
tuberculosis, una bacteria que afecta en su mayoría a los pulmones, pero también 
puede expandirse a huesos, SNC y vasos sanguíneos, siendo una afección con 
posibilidades de prevención y tratamiento. La terapia actual para la tb se basa en 
un régimen de cuatro fármacos, isoniazida, rifampicina, pirazinamida y etambutol,  
que a nivel clínico ha surgido resistencia a todos ellos, convirtiéndose este tipo de 
tratamiento en un reto generalizado y una amenaza significativa para los sistemas 
de salud pública, lo que conlleva a una necesidad de mejorar los tratamientos de 
esta patología en pro del mejoramiento de la calidad de vida de la sociedad. 70, 71 
 
En los comienzos del siglo 20, las enfermedades infecciosas fueron la mayor causa 
de muerte en el mundo. Su morbilidad y mortalidad han sido parcialmente 
controladas, entre otros, por agentes antimicrobianos; sin embargo, la resistencia 
a antibióticos ha dificultado este control.7,25 el tratamiento de enfermedades 
infecciosas con medicamentos antimicrobianos ha sido posible gracias a los 
antibióticos modificados químicamente, sin embargo, los microorganismos han 
desarrollado mecanismos de fármaco resistencia. 
 
Algunos estudios de relación estructura/actividad, revelan que las características 
estructurales son fundamentales para el diseño de nuevos compuestos 
antituberculosos. En este sentido, los fullerenos comprenden una serie de 
compuestos muy atractivos en cuanto a sus propiedades extensivas y la serie de 
aplicaciones no solo físicas y químicas sino a nivel biológico. Se ha demostrado que 
los fullerenos poli-hidroxilados denominados fullerenenoles o fulleroles [C60(OH)n] 
poseen una excelente capacidad de eliminación de radicales libres, poseen 
características anfipáticas y baja toxicidad convirtiéndolos en eficaces 
antioxidantes para posibles aplicaciones medicinales, además de posibles actividad 
antimicrobiana. 
 
El impacto que puede llegar a tener la implementación de nanopartículas en la 
medicina es sorprendentemente grande debido a la variedad de efectos positivos, 
mejor biodisponibilidad del principio activo, por su unión con los fulleroles, 
selectividad en el momento de atacar el tipo de tejido o célula en la cual se desea 
se lleve a cabo la acción farmacológica, una disminución de los efectos adversos y 
una fácil y rápida eliminación de los productos de desecho. 
 
 
15 
 
Específicamente para este proyecto, se propone determinar el efecto 
antimicrobiano del fullerol C60(OH)x en cepas de micobacterias (M. smegmatis). Se 
utilizaron nanopartículas derivadas del fullereno (fullerol), obtenidas mediante 
síntesis en reacción con peróxido de hidrogeno.  
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2. OBJETIVOS 
 
2.1.  OBJETIVO GENERAL:  
 
Obtener y caracterizar un fullerol C60(OH)x, y evaluar su actividad 
antimicobacteriana in vitro frente a células de micobacterias. 
 
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:  
 
 Obtener el fullereno polihidroxilado C60(OH)x por método de hidroxilación 
 Caracterizar el producto obtenido mediante espectrofotometría UV/Vis, 
Espectroscopia IR, Análisis elemental y análisis térmico TGA-DSC en el 
fullerol como producto terminado. 
 Evaluar la actividad del fullerol frente a Mycobacterium smegmatis 
mediante la técnica de microtitulación (microtiter), utilizando resazurina 
como indicador de viabilidad celular. 
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3. REVISION DE LITERATURA  
 
Como es sabido, la investigación y el desarrollo de fármacos es un proceso muy 
largo que requiere una financiación significativa y protocolos estandarizados que 
permitan obtener resultados rápidos y robustos. Al final del proceso, todavía no 
está claro si el fármaco objetivo es seguro para los seres humanos, por lo que no 
ha habido ningún nuevo fármaco antituberculoso en el mercado durante casi cinco 
décadas. Por lo tanto, los investigadores se sienten cada vez más atraídos por los 
sistemas de administración de fármacos biocompatibles (SAFB), ya que pueden 
fabricarse para dirigirse al sitio específico de la enfermedad, reduciendo así los 
efectos secundarios en tejidos sanos y previniendo la degradación del fármaco en 
tránsito al sitio de destino.16 
 
En los comienzos del siglo 20, las enfermedades infecciosas han sido la mayor causa 
de muerte en el mundo. Además, la resistencia antibiótica ha dificultado su 
control. La figura 1 muestra como el número de nuevas formulaciones de 
antibióticos aprobadas por parte de la FDA denota un comportamiento 
decreciente. 7,25 
 
 
Figura 1. Ae Jung. H, & Young. J. (2011). Aprobación de nuevos antibióticos por 
parte de la FDA. Recuperado de “Nanoantibiotics: A new paradigm for treating 
infectious diseases using nanomaterials in the antibiotics resistant era” 
 
El uso de antibióticos comenzó con la producción comercial de penicilina al 
rededor del año 1940 teniendo gran auge hacia los años 1970 a 1980, sin embargo, 
varias décadas después se demostró que los microorganismos desarrollaron 
mecanismos para eludir la acción de los antibióticos.49 
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El impacto que puede llegar a tener la implementación de nanomoléculas en la 
medicina es sorprendentemente grande debido a la variedad de efectos positivos, 
mejor biodisponibilidad del principio activo de compuestos, lo que es logrado por 
la unión de éste con un material como los fulleroles.25 
 
Por otra parte, los problemas relacionados con la administración eficiente de 
fármacos, tales como solubilidad limitada, biodistribución deficiente, 
farmacocinética desfavorable y daño tisular, pueden superarse mediante el uso de 
sistemas de administración de fármacos.55 
 
Diferentes estudios han demostrado un eficiente desarrollo en la exploración de 
agentes antimicrobianos utilizando nanomateriales. Algunos de ellos se basan en 
nanomateriales que poseen actividad antimicrobiana (figura 2), a su vez utilizados 
para el control de enfermedades infecciosas. Las nanopartículas antimicrobianas 
(NPs) ofrecen una serie de ventajas en cuanto a la reducción de la toxicidad, 
desarrollo de resistencia y bajo costo con respecto al uso de antibióticos 
convencionales. 7, 15, 11, 65 
 
 
Figura 2. Ae Jung. H ,& Young. J. (2011). Varios mecanismos antimicrobianos 
presentados por los nanomateriales. Recuperado de “Nanoantibiotics: A new 
paradigm for treating infectious diseases using nanomaterials in the antibiotics 
resistant era” 
 
Teóricamente los NPs circulan de mejor manera unidos a antibióticos; estos NPs 
sirven con portadores (carriers) de fármacos particularmente por su exposición en 
término extendido, además de esto, brindan una seguridad cuando se tienen en 
cuenta los factores a la espera de un efecto terapéutico.6 
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Algunos nanomateriales antimicrobianos, tienen como ventaja la inhibición de 
resistencia bacteriana mediante unión a metales con NPs, incluyendo mecanismos 
como la producción foto catalítica de ROS (especies reactivas de oxigeno), daño 
celular como en el caso de los liposomas (figura 3), alteraciones en células 
tumorales de ratón (figura 4), interrupción en la energía de transducción de 
enzimas y actividad en la síntesis de ADN. 49 
 
 
Figura 3. Vedha. H, (2010) Estructura de un liposoma como blanco de liberación 
de fármacos. Recuperado de “Novel technologies: A weapon against 
tuberculosis” 
 
 
 
Figura 4. Jun-Pil. J, (2012) Imágenes tomadas por infrarrojo cercano que 
muestran el daño celular producido en tumores generados en ratones, en un 
periodo de tiempo. Recuperado de “Cancer targeting strategies in 
nanomedicine: Design and application of chitosan 
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Los mecanismos utilizados que presenta la nanomedicina en sistemas como NPs 
poliméricos, o dendrímeros muestran algunas desventajas en el posible uso de nano 
antibióticos, efectos terapéuticos no esperados como potencial toxicidad en el 
colón, pulmones, riñones y algunas partículas de NPs inhaladas que pasan a 
circulación sistémica acumulándose en los pulmones, el hígado, el corazón y el 
cerebro, resultando en hepatotoxicidad y toxicidad pulmonar. 13, 49, 75 
 
Vacunas en aerosol desarrolladas a nano escala para la TB, han servido como 
mecanismo de perfusión en el aparato respiratorio incrementando la cantidad de 
fármaco acumulado en los alveolos pulmonares. Contreas et al (2011) determinó 
que algunas formulaciones en aerosol podían ser encapsuladas con BCG (Vacuna 
atenuante de TB) y nanopartículas, los que fueron probadas en cobayos que 
mostraron resistencia a la TB con menor protección.21, 77, 79 
 
Como lo muestra la figura 5 existen diferentes enfoques basados en la 
nanotecnología; liposomas, nanopartículas poliméricas, dendrímeros, 
nanopartículas de lípidos sólidos y otras nanopartículas misceláneas destinadas al 
control de las micobacterias.14 
 
 
 
Figura 5. Banyal. S. Et al. (2013). Posibles sistemas farmacéuticos usados para 
tratar la TB. Recuperado de “Advances in nanotechnology for diagnosis and 
treatment of tuberculosis” 
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Recientemente aumenta la atención a los métodos de detección y de evaluación 
de la actividad antimicrobiana.26 El desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos 
por medio de diversas fuentes sirve como mecanismo para combatir la resistencia 
microbiana. Diversos bioensayos como la difusión radial y la dilución en caldo o en 
agar, son bien conocidos y de uso común; otros como la citometria de flujo y 
bioluminiscencia, no son ampliamente utilizados porque requieren un equipo 
especifico y una evaluación adicional para su reproducibilidad y estandarización 
(validación), incluso pueden proporcionar resultados rápidos de los efectos del 
agente antimicrobiano y una mejor comprensión de su impacto sobre la viabilidad 
y el daño celular infligido al microorganismo ensayado. 58 
 
Para entender la problemática que se abarca en este tipo patologías, es preciso 
conocer las características y propiedades de la M. tuberculosis. 
 
3.1. TUBERCULOSIS  
 
La tuberculosis (TB) es una enfermedad crónica y contagiosa y una de las 
principales causas de mortalidad a nivel mundial; se entiende que casi un tercio 
de la población mundial se encuentra infectada por el bacilo tuberculoso.14, 39 
(Figura 7, esquema de contagio de TB) 
 
La TB es una enfermedad infecciosa causada por el bacilo M. tuberculosis. Según 
la Organización Mundial de la Salud, 53 millones de casos fueron tratados 
satisfactoriamente entre los años 1995 a 2011, sin embargo, reportes del año 2014, 
muestran 9.5 millones de casos nuevos y 1.5 millón de casos de muerte, su mayor 
tasa de prevalencia se encuentra en Europa con fuerte prevalencia en África, Asia 
y Sudamérica (Figura 6). 8, 24, 40 
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Figura 6. OMS (2016). Tasa estimada de incidencia de TB en 2015. Recuperado de 
“Global Tuberculosis Report 2016” 
 
Figura 7. Ana. Costa, et al (2016) Representación esquemática de la infección 
por tuberculosis. Recuperado de “The formulation of nanomedicines for treating 
tuberculosis” 
 
En regiones como el sureste de África se halla más del 69% de los casos, 
específicamente en mujeres teniendo como forma más común de transmisión de 
la infección pulmonar. 62 
 
En 1882, Robert Koch descubrió el agente productor de la TB, desde este momento 
se han encontrado nuevas especies de micobacterias, como la M. avium, M. 
abscessus, M. africanum, M. asiaticum, M. bovis, M. leprae, M. lepromatosis, M. 
marinum, M. microti, M. scrofulaceum, M. smegmatis entre otras.41 
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Las micobacterias son bacilos delgados de forma recta, aerobios inmóviles no 
formadores de esporas, difíciles de identificar por tinción de Gram. Las 
micobacterias atípicas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza 
colonizando depósitos de agua, suelo material vegetal, aire y animales, utilizando 
como mecanismo de transmisión las vías respiratorias y digestivas. La influencia 
del tamaño de la partícula se observa en la figura 8. 
 
Figura 8. Ana. Costa, et al (2016) Ilustración de la influencia del tamaño de 
partícula en la deposición pulmonar y la fagocitosis por parte de los macrófagos 
alveolares. Recuperado de “The formulation of nanomedicines for treating 
tuberculosis” 
 
Algunos factores de riesgo asociados a infección por micobacterias son el tabaco 
(66%), enfermedad pulmonar crónica (42%), infección por VIH (26%), y el 
alcoholismo (20%). 23 
 
La infección se transmite de persona a persona de manera aerobia, cuando un 
enfermo de TB pulmonar tose, estornuda o escupe, expulsando bacilos 
tuberculosos al aire. Basta con que una persona inhale unos pocos bacilos para 
quedar infectada. Los bacilos tuberculosos se dividen lentamente con un tiempo 
de duplicación de aproximadamente 24 h; por lo que las terapias farmacológicas 
son a largo plazo. La terapia actual para la TB se basa en un régimen de cuatro 
fármacos de isoniazida, rifampicina, pirazinamida y etambutol. 58, 61 
 
Dentro del estudio acerca de la TB, se ha utilizado como herramienta la detección 
de ADN de micobacterias en muestras clínicas a través de nanopartículas; estas se 
detectan por medio de biosensores que forman complejos con las células de 
micobacterias, utilizando técnicas ultrasensibles como escaneo base, 
fluorometria, colorimetría, superficies mejoradas Raman y algunas técnicas 
electroquímicas. 14 
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3.1.1. Tipos de tuberculosis 
 
De acuerdo a la resistencia antibiótica, la TB puede clasificarse en uno de los tres 
tipos principales: TB resistente a fármacos (TB-DS), TB resistente a múltiples 
fármacos (MDR-TB) o TB extensamente resistente a fármacos (TB-XDR). 
 
Para tratar la TB-MDR, se emplean medicamentos de segunda línea tales como 
ácido para-aminosalicílico, amino-glucósidos, cicloserina, fluoroquinolonas, 
tioamidas y ciclopéptidos. Sin embargo, estos tratamientos de segunda línea 
pueden tener efectos adversos, la duración del tratamiento puede ser considerable 
y su costo es aproximadamente 100 veces mayor que el de las terapias de primera 
línea. MDR-TB también puede desarrollar resistencia a los medicamentos de 
segunda línea, por lo que la situación es más complicada. 18,48 
 
M. tuberculosis se ha vuelto resistentes a casi todos los fármacos disponibles de 
primera y segunda línea, y esta resistencia comprende una amenaza para lograr el 
control de la enfermedad ya que desarrollar medicamentos nuevos y eficaces es 
una tarea larga y costosa.28 
 
La adherencia al tratamiento que se debe proporcionar a un paciente con TB 
depende mayoritariamente a la disponibilidad de los medicamentos que en su 
mayoría son antibióticos y algunos otros asociados al VIH/SIDA. Un gran número de 
pacientes no presentan una adherencia adecuada a este tipo de medicamentos 
debido a su alta concentración de fármacos (generalmente es una mezcla de cuatro 
antibióticos y en algunos casos antivirales) teniendo como consecuencia que el 
paciente pierda el deseo de someterse a la terapia, por consiguiente se presentan 
bajas en los resultados y complicaciones serias en el estado de salud, a pesar de 
las intervenciones dirigidas a la mejora de los tratamientos.73 
 
La aparición de cepas resistentes y virulentas ha puesto de manifiesto la necesidad 
urgente de la evolución de fármacos nuevos y más potentes, el reexamen y la 
reevaluación de los más antiguos, junto con la elucidación detallada de los 
diferentes modos de actividad antimicobacteriana. Estudios de la relación entre 
estructura y actividad revelan que la característica hidrófoba es crucial para 
determinar la actividad antimicobacteriana y podría aumentar definitivamente la 
potencia antituberculosa. En general, los valores de log P para los compuestos más 
activos están en el intervalo de 5,50-7,0. La hipótesis de que un aumento adicional 
de la lipofilicidad (valores más altos de log P) podría mejorar la actividad 
facilitando así la entrada a través de la membrana micobacteriana rica en lípidos 
podría comprobarse mediante la introducción de un compuesto altamente 
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lipofílico como el fullereno (C60). 12 
 
3.1.2. Envoltura de la Mycobacterium tuberculosis  
 
La envoltura de las micobacterias es una estructura compleja constituida por una 
cápsula, una pared celular y una membrana plasmática. La cápsula es la capa 
externa de la envoltura de las micobacterias y sirve de protección contra múltiples 
factores externos, por ejemplo elementos directos de la respuesta inmune. Sus 
principales componentes son el ácido micólico y glicolípidos, que tienen una 
interacción directa con los elementos de la respuesta inmune. Sus características 
y composición varían entre las diferentes especies de micobacterias. Los ácidos 
micólicos y glicolípidos, junto con algunas proteínas son importantes para las 
características antigénicas de las micobacterias.30 
 
La pared micobacteriana se localiza debajo de la capsula y posee elevado 
contenido de lípidos lo que le confiere propiedades hidrofóbicas por ende no es 
susceptible al ataque por hidrolisis enzimática. 
 
Como se muestra en la figura 9, la pared celular está constituida por un complejo 
macromolecular formado por ácidos micólicos-arabinogalactano-peptidoglucano 
(mAGP). Por otra parte, los ácidos micólicos son ácidos de gran importancia para 
la taxonomía de las micobacterias.66 
 
La membrana celular tiene las características biológicas y bioquímicas de cualquier 
membrana, aunque en las micobacterias los derivados de los fosfolípidos se 
caracterizan por estar altamente glicosilados dando lugar a moléculas como la 
lipoarabinomanana (LAM), que tienen un papel fundamental en la patogénesis de 
la TB. 66 
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Figura 9. Gorocica Et. Al. (2005). Representación esquemática de la pared celular 
de M. tuberculosis. Recuperado de “Componentes glicosilados de la envoltura de 
Mycobacterium tuberculosis que intervienen en la patogénesis de la tuberculosis” 
Los componentes glicosilados de la envoltura de la M. tuberculosis juegan un papel 
importante en la inmunogénesis de la TB,66 ya que permiten la adhesión, la 
penetración y la persistencia de la micobacteria en el macrófago. 
 
La mayor parte de la envoltura de las micobacterias es de tipo lipídico, responsable 
de algunos de los mecanismos de evasión de la respuesta inmune del hospedero 
siendo capaz de inhibir o interferir con los mecanismos microbicidas de los 
macrófagos infectados.66 
 
3.1.3. Mecanismos de Resistencia  
 
La rápida aparición de la resistencia a los antimicrobianos se ha convertido en un 
reto generalizado y una amenaza significativa para la salud pública. Las bacterias 
adquieren resistencia mediante la mutación de genes existentes que codifican 
dianas terapéuticas, o mediante transferencia horizontal de genes por 
transformación, conjugación o transducción. La resistencia a los fármacos 
antimicrobianos involucra numerosos mecanismos, incluyendo disminución de la 
captación y aumento del flujo de fármaco de la célula microbiana, aumento de la 
producción de un inhibidor competitivo de antibióticos y alteración del sustrato al 
que se unen los antibióticos, inactivación enzimática, alteración del fármaco 
objetivo y pérdida de enzimas implicadas en la activación del fármaco. 14 
 
Las bacterias del género Mycobacterium han desarrollado varios mecanismos para 
evitar el entorno antagónico de los macrófagos (las principales unidades del 
huésped contra la TB como lo muestra la figura 10). Se conocen factores implicados 
en la detención de la maduración del fagosoma infectado por M. tuberculosis: 
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inhibición de la fusión fagosoma-lisosoma, la inhibición de la acidificación 
fagosomal, la protección contra los radicales oxidativos y la expresión de las 
proteínas de virulencia, se describen en la siguiente imagen.3 
 
 
Figura 10. Banyal. S. et al. (2013). Factores importantes de los mecanismos de 
supervivencia implicados en la detención de la maduración del fagosoma de 
Mycobacterium tuberculosis dentro de los macrófagos. Recuperado de “Advances 
in nanotechnology for diagnosis and treatment of tuberculosis” 
 
Un desafío importante en la terapia antimicrobiana es el tratamiento de las 
infecciones crónicas, que a menudo son causadas por la formación de biopelículas 
y/o por microbios intracelulares (por ejemplo, M. leprae, chlamydia, listeria y 
otros). Las biopelículas, son una matriz que consiste en una sustancia polimérica 
extracelular (eps) que acumula y rodea a las células bacterianas, actuando como 
una barrera de difusión atrapando y degradando moléculas antibióticas.89 
 
Una de las soluciones es el tratamiento con multidrogas resistentes a M. 
tuberculosis (MDR-TB) y medicamentos extensivos para cepas resistentes a M. 
tuberculosis (XDR-TB). En la química inorgánica algunas moléculas proveen gran 
potencial para desarrollar soluciones en medicamentos antituberculosos, algunos 
ejemplos exitosos han sido los complejos con Cisplatino y metales como el cobre 
(Cu) que han tenido recientemente mucha atención por su capacidad de 
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acomplejarse, debido a que sus iones poseen nuevas formas bioactivas con 
actividad antimicobacteriana significativa contra  M. tuberculosis. 64 
 
3.2. Mycobacterium smegmatis 
 
M. smegmatis es una micobacteria no patógena común en el suelo y el agua. 
Fácilmente cultivable en la mayoría de los medios de laboratorio sintéticos o 
complejos y de rápido crecimiento; se utiliza como un organismo modelo atractivo 
y un huésped sustituto para el análisis genético del patógeno mundial M. 
tuberculosis94. Las eficiencias de transformación bajas de las cepas de tipo salvaje 
de M. smegmatis  se han superado mediante el aislamiento de la cepa mc2 155 
mutante de transformación eficiente de plásmidos (ept) eficiente del ATCC 607 de 
tipo salvaje95. Aunque algunas pruebas han indicado que la mutación ept puede 
afectar la replicación del plásmido95, su naturaleza precisa sigue siendo un 
misterio94. 
 
Sin embargo, debido a que la cepa mc2 155 ha perdido las propiedades de 
celulización de las cepas de tipo salvaje de M. smegmatis, lo cual era un problema 
real al preparar las suspensiones de células individuales usadas en los protocolos 
de transformación, la cepa mutante adquirió un carácter importante útil en 
manipulaciones genéticas.96  
 
Aunque el informe original afirmaba que la mutación ept no mejora las capacidades 
de captación de ADN de la célula, lo que sugiere que no se ha producido cambio 
del envolvente celular, el carácter transformable de mc2 155 puede estar sometido 
a variaciones en de las propiedades de la superficie de las células M. smegmatis, 
por ejemplo, la hidrofobicidad, motilidad deslizante o agrupamiento. Estas 
propiedades se han demostrado previamente para reflejar profundas alteraciones 
de la composición de la envoltura celular.96 
 
M. smegmatis es una micobacteria ambiental que comparte un alto porcentaje de 
características genómicas y fisiológicas con M. tuberculosis97, 98,99. Los estudios 
proteómicos muestran que aproximadamente el 70% de las proteínas de M. 
tuberculosis han conservado ortólogos en M. smegmatis; Por ejemplo, M. 
smegmatis contiene sistemas secretorios necesarios para sobre expresar proteínas 
de M. tuberculosis implicadas en la virulencia de micobacterias, y también 
contiene la misma parte genómica de fondo de la resistencia de M. tuberculosis a 
los fármacos anti-TB típicos. Además, M. smegmatis tiene ventajas técnicas tales 
como un menor tiempo de cultivo y menores riesgos de laboratorio en comparación 
con otras cepas estándar utilizadas para evaluar los fármacos antituberculosos, 
tales como M. bovis BCG. Desde esta perspectiva, M. smegmatis es un modelo 
adecuado para evaluar la viabilidad de las micobacterias, que pueden ser 
extrapolados al comportamiento natural de los bacilos tuberculosos.100 
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3.3. Fullerenos 
 
El fullereno C60 está catalogado como una molécula compleja, cuya estructura 
había sido predicha antes de su descubrimiento.76 Los fullerenos son moléculas 
esféricas, solubles en diversos solventes orgánicos, es una molécula que consta de 
60 átomos de carbono los cuales forman 12 pentágonos y 20 hexágonos.  
Los fullerenos son bastante estables: para destruirlos, se necesitan temperaturas 
mayores de 1000°C, a temperaturas más bajas, los fullerenos se subliman sin 
destrucción de la esfera. Químicamente la molécula de C60 es muy electronegativa 
y forma fácilmente compuestos con átomos donadores de electrones. 31,61 
 
El principio de construcción de los fullerenos es una consecuencia del teorema de 
Euler, que dice que para el cierre de cada red esférica de n hexágonos, se 
requieren 12 pentágonos, con la excepción de n=1.10 
 
El fullereno, el grafito y el diamante conforman la familia de los alótropos de 
carbono; sin embargo, los fullerenos se diferencian de los otros dos en que no 
poseen una estructura extendida en el estado sólido, sino que tienen naturaleza 
molecular.1 
 
Teniendo en cuenta lo anterior, los distintos tipos de fullerenos (C60, C70, C76, C78, 
etc.), debido a su naturaleza hidrofóbica, son solubles en solventes que resultan 
ser muy tóxicos y costosos (Disulfuro de carbono, diclorobenceno, benceno, 
tolueno entre otros). Por esta razón las investigaciones se han orientado en la 
obtención de fullerenos solubles en agua. Además, el creciente interés en obtener 
este tipo de derivados de fullereno, también se debe a la gran cantidad de 
aplicaciones biológicas que presentan.  
 
El uso de esta molécula con propiedades fisicoquímicas únicas en el suministro de 
fármacos puede explicarse porque el fullereno-C60 experimenta una fácil 
derivatización, desde la introducción de pequeños grupos polares para crear 
compuestos con mayor solubilidad acuosa hasta la conjugación con fármacos o 
productos químicos muy hidrofílicos para mejorar una actividad farmacológica 
definida. 85 
El fullereno es una esfera de carbono que exhibe poderosa actividad como buscador 
de radicales libres, por consiguiente posee importantes propiedades antioxidantes. 
Anteriormente el fullereno ha sido reportado como un tratamiento benéfico en 
desórdenes neurológicos y se espera que su aplicación se pueda dar en 
enfermedades oxidativas.78 
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El fullereno C60 ha sido descrito como una película con propiedades antioxidantes. 
Una de sus principales aplicaciones ha sido el desarrollo de suspensiones con PVP 
pero han sido reportados que muestran que estos agentes son extremadamente 
tóxicos en sistemas de entrega intravenoso que dificultan la aparición de sus 
propiedades antioxidantes. 6 
 
Los fullerenos penetran la epidermis sin causar irritación en la piel ni toxicidad, 
así mismo muestra eficacia clínica en el tratamiento del acné vulgar. Teniendo en 
cuenta su baja solubilidad en agua, recientes estudios muestran que derivados 
polihidroxilados de fullereno (fulleroles) poseen actividad antimicrobiana contra 
Propionibacterium acnes debido a su potente acción antioxidante, suprimiendo la 
producción de sebo e inhibiendo la actividad de las lipasas de P.acnes.78 
 
Algunos derivados del fullereno C60, son considerados poderosos bloques de 
construcción en las ciencias de los materiales y química médica. La foto hendidura 
o “Cleavage” del ADN, es una de las actividades biológicas de los derivados de 
fullereno con potencial aplicación en temas de información biológica y desarrollo 
de formas farmacéuticas. 
 
La solubilidad del fullereno C60 en agua es un aspecto negativo para sus 
aplicaciones, la mezcla en agua con polímeros solubles, matrices lipídicas, 
ciclodextrinas y formas acomplejadas de Rivoflavina-C60 poliméricas (Figura 11), 
causa daño en el ADN y otras células de la matriz extracelular bacteriana. 93 
 
 
Figura 11. Yunyan, G. et al, (2009) Estructura Química de la Rivoflavina. Tomado 
de “Efficient photocleavage of DNA utilizing water soluble 
riboflavin/naphthaleneacetate substituted fullerene complex” 
Teniendo en cuenta una mejora en la solubilización de estas partículas, se podría 
emplear múltiples rutas de funcionalización utilizadas en sistemas micelares y 
exhibiendo un amplio rango de propiedades biológicas en el campo de la terapia 
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fotodinámica, inhibidores de la proteasa-1 en VIH y neuroprotección en procesos 
de apoptosis. 89 
 
Su solubilidad se puede dar por encapsulación en solventes especiales por ejemplo 
Tritón x100, DODAB, DPH (Tensioactivos). Los fulleroles son moléculas derivadas 
de fullereno solubles en agua pero su estructura no se encuentra exactamente 
dilucidada, aunque algunos estudios biológicos han sido realizados. 
 
Estos nanomateriales pueden ejercer actividad antibacteriana a través del daño de 
la membrana celular por contacto directo a través de sus propiedades 
fototermales/fotodinámicas tras la irradiación. La fuerte actividad antimicrobiana 
de estos compuestos frente a bacterias Gram-positivas y Gram-negativas se debe 
al estrés oxidativo que influye tanto en la integridad de la membrana como en la 
actividad metabólica de las bacterias.88 
 
Los diferentes sistemas de complejos con fullerenos están teniendo reciente 
atención por su capacidad de entrega de fármacos siendo usados como portadores 
o “carriers”, vehículos y sensores con actividad física, permitiendo dilucidar 
múltiples mecanismos por parte de tecnología computacional o por medio del 
análisis por DFT (density functional theory).62 
 
 
Algunos de los mecanismos son peroxidación lipídica de la membrana, la actividad 
antimicrobiana de carboxifullerenos se da por la inserción de la nanopartícula en 
la pared celular, algunos derivados polihidroxilados denominados fulleroles 
exhiben actividad antimicrobiana en un largo rango de microorganismos y 
presentan baja toxicidad frente a modelos de nanopartículas como los nanotubos 
de carbono, complejos de nanopartículas (NPs) (Figura 12) con óxido nítrico, nano 
emulsiones, moléculas surfactantes y algunas formas de nanopartículas utilizadas 
como sistemas de entrega del fármaco.49 
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Figura 12. Jun-Pil. J , et al, (2012) Estabilidad de las partículas de NP´s y 
eficiencia en sistemas de blanco anticancerígeno. Recuperado de “Cancer 
targeting strategies in nanomedicine: Design and application of chitosan 
nanoparticles” 
 
El fullereno puede ser transferido a las células cancerígenas irradiando con 
exposición a luz UV/VIS para causar daño biológico a través de terapia 
fotodinámica y la producción de ROS. En las células cancerígenas se pueden utilizar 
complejos de fullerenos con unidades de polietilenglicol PEG-C60, induciendo 
preferentemente en células cancerígenas inhibición de la traducción del ADN por 
ejemplo como se muestra en la figura 13 en las células del fibrosarcoma y 
generación de ROS intracelular (Figura 14). 29, 59, 72 
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Figura 13. Ryoko. A, Feng. L, & Yasukazu. S, (2014) Cambios morfológicos en la 
superficie celular en células de fibrosarcoma, inducido por incubación con el 
complejo PEG-C60 después de irradiación de luz UV visible. Recuperado de 
“Photodynamic anti-cancer effects 
 
 
Figura 14. Ernest. M, et al, (2008). Marco conceptual para el análisis de la 
fotosensibilización del fullereno y la producción de ROS. Cada jaula representa 
la configuración electrónica de una molécula de fullereno genérica (por ejemplo, 
hidrolizado o no derivatizado 
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Desde el descubrimiento de los fullerenos, se han incrementado las aplicaciones 
biomédicas en las cuales se presentan propiedades únicas, con capacidad de 
generar especies reactivas de oxígeno. Pero estas aplicaciones, se ven limitadas 
por su solubilidad en medio acuoso. En este este punto, derivados de fullereno con 
propiedades de “scavengers” de radicales libres y protección celular; unidas a una 
molécula de ácido malónico, muestran buen efecto foto sensitivo y una significante 
citotoxicidad en cultivos in vitro.38 
 
La artemisina es utilizado como un fármaco hierro dependiente en la terapia 
antimalárica y se ha demostrado que las propiedades citotóxicas contra células 
tumorales del hierro, funciona como importante regulador del crecimiento celular 
en los mamíferos mediado por el transporte de transferrina. (Figura 15) 38 
 
 
Figura 15. Huijuan. Z, (2014) Mecanismos especiales antitumorales mostrados 
por el complejo C60-HA (Artemisina) con radiación laser a 532 nm. Recuperado de 
“Transferrin-mediated fullerenes nanoparticles as Fe2+ dependent drug vehicles 
for synergistic anti-tumor 
 
A nivel médico tanto el fullereno como sus derivados por funcionalización múltiple, 
también pueden ser útiles. Mediante adiciones controladas es posible colocar 
grupos polares alrededor de la esfera del fullereno.  
Las aplicaciones biológicas van ligadas a la estructura que presente este compuesto 
al momento de su uso.17,69,82 Por ejemplo la tabla No. 1 muestra algunos de los usos 
que posee el fullereno C60. 
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Tabla 1. Usos del fullereno 
NOMBRE USO ESTRUCTURA 
Fullereno Inserción de ADN, 
terapia fotodinámica, 
agentes de contraste, 
uso conjunto con 
anticuerpos 
monoclonales, 
lubricantes, 
aplicaciones ópticas, 
superconducción 
eléctrica.  
 
 
Fullerolpirrolidina  Actividad anti HIV, 
inhibición enzimática 
 
Carboxifullerenos Propiedades 
neuroprotectoras, 
actividad 
antiapoptotica 
 
 
 
Fullerenos 
bifosfonados 
Terapia para la 
osteoporosis 
 
 
 
Varios informes interesantes se han ocupado de la actividad potencial en terapia 
fotodinámica, neuroprotección y apoptosis. 
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La naturaleza exacta de la acción de las fulleropirrolidinas no se conoce, pero es 
probable que los derivados del fullereno encajen dentro de la estructura ordenada 
de la pared celular bacteriana, causando su desorganización y muerte del 
microorganismo. Los derivados de fullereno cargados individualmente son sustratos 
muy atractivos para la interacción con la estructura de la pared celular. La 
presencia simultánea de una especie cargada junto con el esferoide hidrofóbico 
ofrece la ventaja potencial de conducir los compuestos hacia la doble capa cargada 
y luego permitir que el esferoide entre en la membrana hidrófoba.81 
 
Según Bosi, la lipofilicidad de la esfera puede ser útil para las interacciones con el 
sitio activo de varias enzimas. La proteasa del VIH (HIVP) entre ellos, o puede 
hacer al C60 capaz de intercalar en membranas biológicas desestabilizándolas. 
Estas acciones podrían tener un papel en la actividad antibacteriana encontrada 
para varios derivados. 17, 40, 82  
 
En el contexto de la investigación antimicrobiana, muchas bacterias han 
desarrollado resistencia a la mayoría de los antibióticos, incluyendo los 
glicopéptidos vancomicina y teicoplanina. Por esta razón, el uso del núcleo 
fullereno-C60 puede aumentar la hidrofobicidad total de cualquier conjugado, 
facilitando el transporte de fármacos a través de las diferentes membranas 
bacterianas, aumentando la actividad antibacteriana. 85 
 
Si bien no se han determinado los mecanismos detrás de la actividad 
antibacteriana, se cree que las especies reactivas del oxígeno (ROS) son 
responsables de la disrupción de la membrana celular eucariótica y la peroxidación 
de los lípidos eucariotas. 24 
 
En algunos estudios, según Kumar, la vía de las porinas, es viable para pequeñas 
moléculas hidrofílicas, mientras que para más grandes y moléculas hidrofóbicas 
como los fullerenos, esta vía de la membrana parece ser la ruta más probable.12 
 
La capacidad de los fullerenos para aceptar electrones y capturar especies de 
radicales libres también se ha explotado para la inhibición de enzimas redox tales 
como la óxido nítrico sintasa (NOS) y para la neutralización directa del exceso de 
especies de oxígeno reactivo (ROS), proporcionando así un posible abordaje 
terapéutico para algunos trastornos neurodegenerativos. La funcionalización 
química de la esfera de fullereno produce un gran número de derivados diferentes 
que combinan las propiedades deseables de C60 con el poder solubilizante de las 
cadenas laterales. 80 
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En el intento de obtener diferentes derivados de fullereno se realizaron síntesis de 
algunos precursores o productos intermedios con el fin de mejorar las propiedades 
físico-químicas de los fullerenos para diferentes usos, entre estas se pueden 
identificar las siguientes en la tabla No. 2: 
 
Tabla 2 Síntesis de derivados de fullerenos 
PRODUCTO 
OBTENIDO 
REACCIÓN REFERENCIA 
C60(H2O)n C60 + H2SO4/HNO3 + Ultrasonido 
NaOH  C60(H2O)n 
(Weon-Bae Ko, 
2004) 
Referencia 87 
C60Br24 C60 + Bromo(l) – FeBr3  Etanol/H2O  
C60Br24 
(A. Djordjevic, 
1998) 
Referencia 1 
C60Br12-14 C60 + Bromo(l) + Ultrasonido  C60Br12-
14 
(Franco Cataldo, 
2013) 
Referencia 31 
C70Br12-14 C70 + Bromo(l) + Ultrasonido  C70Br12-
14 
(Franco Cataldo, 
2013) 
Referencia 31 
 
Como tratamiento opcional, los fullerenos comprenden una serie de compuestos 
muy atractivos en cuanto a sus propiedades extensivas y la serie de aplicaciones 
no solo físicas y químicas sino a nivel biológico. De esta manera algunas otras 
propiedades son su utilización como agente antioxidante, daño fotodinámico en 
células tumorales, entre otras. Además presentan principal actividad en 
mecanismos biológicos con preparaciones solubles en agua, principalmente 
presentados por mecanismos de oxidación en sistemas de células libres y sistemas 
de actividad biológica en donde se ha evidenciado dicha actividad in vitro en 
particular fototoxicidad, dependiendo de su estado de agregación. 27 
 
Según Dordevic & Bogdanovic, de estos derivados solubles en agua, el fullerenol 
C60(OH)24, es un antioxidante fuerte, reacciona con radical anión superóxido, 
radical hidroxi y radical óxido nitroso en sistemas químicos y biológicos. Adicional 
a esto tiene la capacidad de modular fuertemente los efectos citotóxicos de 
doxorrubicina y cis-platino después de 24 y 48 horas de tratamiento; adicional a lo 
mencionado anteriormente, este polihidroxifullereno mostro efectos 
radioprotectores. También se investigaron los estudios de biodistribución de 
fullerenol. La acumulación de datos de la literatura y de estudios recientes sugiere 
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que el fullerenol, como una nanomolécula podría ser un nuevo producto 
farmacéutico prometedor en un futuro próximo.27 
 
Según Bosi et al (2003), se ha demostrado que los fullerenos poli-hidroxilados 
denominados fullerenenoles o fulleroles [C60(OH)n] son excelentes antioxidantes, 
reduciendo la apoptosis en cultivos de neuronas corticales, con su alta solubilidad 
y su capacidad para cruzar las barreras hematoencefálicas. También demostró 
absorber muchos radicales de oxígeno por molécula de fullereno y reducir la 
toxicidad del daño de los radicales libres en el tejido neuronal. También han 
mostrado bloquear los receptores de glutamato y disminuir la concentración 
intracelular de calcio. Los receptores AMPA se ven afectados más que los 
receptores NMDA y KA. 
 
3.4. Fulleroles 
 
Dado que los intentos de solubilizar el C60 sin ninguna modificación química en 
general no dan muy buenos resultados, la mayoría de trabajos con respecto a éste 
han sido orientados a la obtención de derivados de fullereno que presenten 
solubilidad en agua. 
 
Los derivados de fullereno que han mostrado una mayor solubilidad en agua, son 
los llamados “fulleroles”.35 Hoy en día se investiga ampliamente sobre los 
fulleroles (Figura 16), ya que no solo han demostrado tener una amplia gama de 
aplicaciones biológicas y médicas, sino que han sido bastante útiles en el diseño 
de nuevos materiales poliméricos. Estos compuestos son fullerenos que poseen 
múltiples grupos hidroxilos unidos covalentemente a la estructura del C60 (o del 
C70), y poseen una formula general C60(OH)n. El grado de solubilidad de los 
fulleroles está directamente relacionado con el número de hidroxilaciones de la 
molécula, y el grado de hidroxilación varía con el tipo de síntesis de la cual 
provenga el fullerol. Hasta hoy día se han planteado varias síntesis del fullerol, y 
en particular, la síntesis propuesta por Jing Li ha sido utilizada ampliamente para 
obtener fulleroles destinados a investigación. A pesar de esto, ninguno de los 
investigadores que han trabajado en la síntesis y caracterización de estos 
compuestos ha logrado dilucidar las posiciones exactas, de las 60 posibles, en las 
cuales se encontrarían unidos los grupos hidroxilos. 27, 35, 87 
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Figura 16. Wang S. Et al. (2005). Estructura simplificada del fullerol. 
Recuperado de “Novel and efficient synthesis of water soluble (60) Fullerenol by 
Solvent Free Reaction” 
 
Considerando que el conocimiento de la estructura exacta de los fulleroles es de 
vital importancia para un posterior diseño molecular o en aplicaciones 
bioquímicas, en donde la geometría de las moléculas juega un papel indispensable, 
la propuesta para sintetizar el fullerol se haría por medio de una reacción con 
ácido sulfúrico. Sin embargo, en este proyecto de investigación no se pretende 
conocer las posiciones exactas de los hidroxilos sobre el fullereno C60, sino elucidar 
la naturaleza y el número de los grupos sustituyentes sobre la estructura del 
fullerol obtenido. 
 
En unión con aminoácidos y péptidos, los fulleroles son capaces de establecer 
interacciones hidrofóbicas en regiones superficiales de enzimas mostrando 
propiedades interesantes en términos de quimiotaxis y actividad anti VIH.83 
 
En el caso de los fulleroles, los efectos nocivos desaparecen con el incremento del 
número de grupos hidroxilo en la superficie del núcleo de fullereno. El fullerol con 
las mejores propiedades ADMET tenía la fórmula molecular C60(OH)24. Este hecho 
indica que debe existir un equilibrio hidrófobo / hidrófilo para la presencia de 
propiedades ADMET deseables, lo que garantizará los perfiles de seguridad.85 
 
La funcionalización múltiple en los fullerenos puede ser útil. Mediante adiciones 
controladas es posible colocar grupos polares alrededor del esferoide de fullereno 
para modificar las propiedades de la molécula.83 
 
La excelente capacidad de eliminación de radicales y la baja toxicidad de los 
fullerenoles los convierten en eficaces antioxidantes para posibles aplicaciones 
medicinales.32 
 
Los fullerenoles exhiben una gama superior y amplia de actividades antioxidantes 
contra especies reactivas de oxígeno (ROS) por la actividad de eliminación de 
radicales de sus grupos alil alcohol.37 
 
 
 
a) 
b) 
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Chiang et al, obtuvieron 5 productos derivados de fulleroles con diferentes grupos 
hidroxilados, A, B, C, D, y E; se obtuvo que C y D C60(OH)30 tenían una intensidad 
mayor de disociación que E C60OH32 y F C60OH36, por ende, sugiere que la estabilidad 
relativa del fullereno es menos dependiente del número de hidroxilos y 
sensitivamente dependiente de carbonos altamente oxigenados según su 
investigación determinada por análisis TOF-MS, XPS y técnicas 
espectroscópicas.(Figura 17) 
 
 
Figura 17. Gengmei. X, et al, (2004) Espectro de masas por tiempo de vuelo 
(TOF-MS) en la disociación por láser inducido de C60(OH)42, C60(OH)44, C60(OH)30, 
C60(OH)32, C60(OH)36. Recuperado de “Influences of Structural Properties on 
Stability of Fullerenols” 
 
En muestras de C60OH y C60OH4, se encontraron cambios frente al NaOH. Los 
fullerenos que poseen mayor número de hidroxilos poseen mayor intensidad de 
C60OH y C60OH4 como se muestra en la Figura 18. La estabilidad está basada en el 
número de grupos de impurezas que contenga el fullereno. 33 
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Figura 18. Gengmei. X, et al, (2004) Intensidad de las masas de a). C60O y b). C60 
(OH)4 como función del número de hidroxilos de C60(OH)n. Recuperado de 
“Influences of Structural Properties on Stability of Fullerenols” 
 
La terapia fotodinámica es una promisoria técnica para el tratamiento del cáncer 
utilizando agentes de fotosensibilización qué son iluminados y activados en una 
longitud de onda específica. Produce diversas especies reactivas de oxígeno (ROS) 
que permean las membranas y en algunos otros sitios y eventualmente inducen la 
muerte en células cancerígenas.79 
 
Aoshima sugiere, que los grupos hidroxilo de los fullerenos son responsables de su 
actividad antimicrobiana; Esto con relación a los estudios de MIC, MBC y MFC en 
los cuales, al incrementar el número de hidroxilos sobre la estructura del C60, se 
observa actividad antibacteriana, la cual no se observa al poseer baja cantidad de 
estos grupos. 37, 91 
 
Se ha informado también que los polihidroxifullerenos ejercen efectos inhibidores 
contra diversas lesiones celulares tales como daño a las células cerebrales por 
peróxido, daño del modelo de asma bronquial, muerte neuronal mediada por ROS, 
estrés oxidativo, inflamación pulmonar neutrofílica en ratones y disfunción 
mitocondrial en un modelo celular de la enfermedad de Parkinson, reducir la 
cardiotoxicidad de algunos fármacos e inhibir la proteasa del VIH, el virus de la 
hepatitis C y el crecimiento anormal de las células.33, 34, 92 
 
Yamawaki e Iwai evaluaron los efectos directos del nanomaterial sobre la toxicidad 
endotelial mediante el tratamiento de las células endoteliales de la vena umbilical 
humana (CE) con fullerenol C60(OH)24 durante 24 h. Se encontró que sólo el 
fullerenol a una dosis de 100 μg/ml indujo una lesión citotóxica (es decir, 
formación de vacuolas citosólicas y aumento del nivel de lactato deshidrogenasa), 
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inhibición del crecimiento celular o muerte celular por activación de la vía de 
muerte celular autofagiosa de ubiqutina. Sin embargo, el tratamiento crónico con 
dosis bajas de C60(OH)24 (10 μg/ml durante 8 días) sólo inhibió la unión celular y 
retrasó el crecimiento de EC. 27 
 
Según Dordevic, algunas de las aplicaciones de los fulleroles son: 
 
- Propiedades antioxidantes: Existen dos posibles mecanismos de actividad 
antioxidante del fullerenol. La primera posibilidad es la reacción de adición 
de radicales 2n*OH a los dobles enlaces olefínicos restantes del núcleo de 
fullerenol para dar C60(OH)24+2n.OH (n=1-12). El segundo mecanismo 
propuesto es la posibilidad de que el radical hidroxilo abstraiga un hidrógeno 
del fullerenol, incluyendo la formación de un radical de fullerenol 
C60(OH)23O relativamente estable. 
- Efecto sobre el crecimiento de las líneas de células tumorales: 
Generalmente, el efecto protector del fullerenol en el modelo de 
citotoxicidad inducida por doxorrubicina en líneas celulares de cáncer de 
mama humano podría explicarse por la localización del fullerenol cerca de 
las mitocondrias, su actividad de secuestrante de radicales libres y por la 
capacidad de actuar como aceptor de electrones artificial que conduce a la 
inhibición de Monooxigenasa.  
- Efectos radioprotectivos in vitro e in vivo: La administración de fullerenol 
antes de la irradiación con rayos X, indujo un aumento significativo en las 
actividades tanto de la superóxido dismutasa (SOD) como de la glutatión 
peroxidasa (GSH-Px) que fue seguida por el número de células preservadas 
y la capacidad de formación de colonias. Es posible proponer que el 
pretratamiento con fullerenol, previene los efectos deletéreos de ROS 
aumentando las actividades de las enzimas antioxidantes de las células 
irradiadas. 
- Influencia sobre la cardiotoxicidad de doxurubicina en ratas: El fullerenol 
es un potencial protector antioxidante sobre la toxicidad inducida por 
doxorrubicina en ratas Wistar adultas 
 
Algunos estudios de toxicidad en fulleroles se han llevado a cabo vía 
intraperitoneal e intracardiaca en ratones machos mostrando Dl50 de 1.2 gramos 
sobre kilogramo-1, teniendo que es un excelente captador “scavenger” de radicales 
libres, mediando interacciones con el factor de crecimiento tumoral TGF y 
manteniendo una estado inalterado en acción antibacteriana en bacilos. 
La disfunción mitocondrial se considera como un mecanismo crucial de la toxicidad 
de los nanomateriales. Investigaciones llevadas a cabo por Yang. et al (2016), 
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muestran los efectos de un derivado polihidroxilado de fullereno (C60(OH)44, 
Fullerol, una estructura de carbono altamente soluble en agua) llevado a cabo en 
mitocondrias aisladas. 
 
Este estudio demostró que el fullerol mejora la permeabilidad de la membrana 
interna mitocondrial a H+ y K+, inducida por la transición de permeabilidad 
mitocondrial (MPT). La inflamación inducida por el fullerol fue dosis dependiente, 
pudiendo ser inhibida por acción de los inhibidores de la MPT (Transición de la 
permeabilidad mitocondrial) como la Ciclosporina A (CsA), difosfato de adenosina 
(ADP), rojo de rutenio (RR), y ácido etilendiaminotetraacético EDTA (Figura 19). 
Por medio de anisotropía de fluorescencia se detectó el cambio significativo de 
hematoporfirina HP con la adición del fullerol.54 
 
 
Figura 19. Li-Yun. Y, et al, (2016) Efectos del fullerol en la intraestructura de la 
mitocondria. Recuperado de “Toxicity of polyhydroxylated fullerene to 
mitocondria” 
 
El efecto de fulleroles de estructura C60(OH)24, en el comportamiento biomecánico 
en células de carcinoma hepatocelular, SMCC-7721, fue investigado por 
nanoindentacion de fuerza atómica (AFM) por microscopia como un importante 
bioindicador de información celular. 
Teniendo en cuenta que la adhesión celular es esencial para mantener el buen 
funcionamiento de los enlaces en la patogénesis y cancerización, es complejo 
valorar las propiedades de adherencia de un compuesto que pueda interferir en 
aspectos biomecánicos y en la adhesión mecánica del fullerol frente a la 
membrana. 
 
Mediciones sucesivas de la fuerza de desprendimiento y adhesión fueron realizadas 
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determinando que el contacto de las puntas de las células se debilitan tras un 
tratamiento con fullerol disminuyendo su probabilidad de adherencia desde un 
30.6% a un 4.2%. 90 
 
A pesar de que los derivados polihidroxilados solubles en agua de fullereno C60, han 
demostrado efectos promisorios como portadores de fármacos que evitan el paso 
por el cerebro y algunas barreras oculares, actividad antitumoral y antiviral, 
además de que no presentan genotoxicidad, y su toxicidad aguada es baja, son 
retenidos en el cuerpo por periodos largos generando una gran preocupación por 
sus posibles efectos tóxicos crónicos; estos efectos han sido descritos en la 
fototoxicidad y citotoxicidad en células epiteliales de la lente humana (HLE-B-3) 
mantenidas en la oscuridad (Figura 20), en donde se determinó la acumulación de 
un derivado C60(OH)22-24 por espectrofotometría en comparación con células 
preparadas con luteína, acetil cisteína y ácido ascórbico mostrando importante 
envejecimiento y apoptosis de las células con respecto a las células tratadas con 
antioxidantes no tóxicos. 45 
 
 
Figura 20. Joan E. R, et al (2008) Acumulación de fullerol en células HLE-B3. 
Recuperado de “Phototoxicity and cytotoxicity of fullerol in human lens 
epithelial cells” 
 
Los fulleroles son derivados polihidroxilados solubles en agua, teniendo como 
perspectiva su uso como compuestos bioactivos y en agentes farmacéuticos. 
Estudios en fulleroles demuestran importante actividad antioxidante utilizando 
modelos de sustancias tóxicas orgánicas e inorgánicas de tipo oxidativo como 1-4 
benzoquinona y ferricianuro de potasio. 4 
 
Eropkin et al (2017) probaron dos preparaciones de fulleroles: C60O2-4(OH)20-24 Y 
C70O2-4(OH)20-24 basándose en la actividad enzimática y bacteriana en 
bioluminiscencia, como parámetros de disminución de toxicidad celular y 
bioquímica, obteniendo resultados similares en los procesos de desintoxicación 
mediados por el fenómeno de hormésis, a una concentración de 10−8 g/L, 
contribuyendo también a la respuesta adaptativa de las células bacterianas.4 
45 
 
 
Estudios realizados por Grebowski et al (2013) sobre células eritrocitarias, 
muestran el efecto del fullerol C60(OH)36 dentro de la membrana eritrocitaria 
(Figura 20) y algunas estimaciones sobre el potencial de este derivado de C60 como 
agente de enlace de transferencia de compuestos (por ejemplo anticancerígenos). 
La presencia del fullerol utilizado en una concentración aproximada por debajo de 
los 150mg/L mostró que se presentaban cambios en la morfología de los glóbulos 
rojos por unión a proteínas cito esqueléticas (tercera banda específica de las 
proteínas transmembrana), pero no influía en su aumento; en consecuencia si se 
evidenció una ligera prevención a la hemolisis y a la emanación de iones de 
potasio.43 
 
Figura 21. Jacek. G, et al (2013) Imágenes al microscopio de eritrocitos 
expuestos a fullerol. Las células fueron incubadas en presencia de fullerol. 
(Escala 10uM). Recuperado de “Fullerenol C60(OH)36 could associate to band 3 
protein of human erythrocyte membrane 
 
Un estudio realizado en células de pulmón humano sano (IMR-90) tratadas con 
fullerol C60(OH)18-22, solas y en combinación con acetamiprid (agente insecticida) 
por un periodo de 24 horas, se determinó la citotoxicidad y genotoxicidad del 
acetamiprid en las células IMR -90 mostrando que la exposición del fullerol redujo 
significativamente la citotoxicidad y genotoxicidad del acetamiprid, indicando un 
efecto protector del derivado polihidroxilado de C60. Utilizando análisis por pureza 
en micro núcleos (microtiter) y anticuerpos ɣ-H2AX se determinaron los valores de 
genotoxicidad. Las concentraciones utilizadas de fullerol fueron de 50-1600 ug/mL 
induciendo el 77% de supervivencia. En el estudio de exposición simultánea, dos 
concentraciones de fullerol no toxicas (50 y 200 ug/ml) y tres concentraciones 
citotóxicas de acetamiprid (100, 200 y 400 uM) fueron utilizadas. En una 
concentración de 25 ug/ml no se mostró ningún efecto citotóxico de acetamiprid, 
mientras que en concentraciones ˃50uM se evidenció daño en la doble hélice de 
ADN por formación de micro núcleos y rompimiento en las células IMR-90. 84 
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Liu et al (2014) realizaron estudios acerca de las alteraciones morfológicas y 
propiedades biomecánicas in vivo, en células cancerígenas SMCC-7721 tratadas con 
un fullerol C60(OH)24, por medio de microscopia de fuerza atómica. 
Para periodos de 24, 48 y 72 horas se muestra una disminución del crecimiento de 
las células SMCC-7721 al incrementar los periodos de tratamiento, además en 
diferentes etapas del tratamiento la disminución de la elasticidad y el cambio 
morfológico evidenciado a lo largo del tiempo en presencia del fullerol 
proporcionan información acerca de las propiedades como biomarcador en posibles 
estudios de agentes anticancerígenos. 90 
 
En los diferentes trabajos realizados en pro de obtener este tipo de compuestos, 
se han realizado diferentes tipos de síntesis con diferentes eficiencias y 
compuestos finales catalogados como derivados solubles; en la tabla No.3 se 
pueden observar algunos de estos procedimientos: 
 
Tabla 3 Obtención de fulleroles 
PRODUCTO 
OBTENIDO 
REACCIÓN REFERENCIA 
C60(OH)18-20 C60/C70 en solución de benceno + NaOH 
+ solución PEG 400 en agua  C60ONa + 
H2O + Metanol  C60(OH)18-20 
(Gustavo Catão 
Alves, 2006) 
Referencia 36 
 
C60 + Dietil bromomalonato – Base 
Comp. A + Tolueno –NaOH (3h/N2)  
Comp. B + Metanol + H2SO4  C60(CO2H)6 
(Iris Lamparth, 
1994) 
Referencia 42 
 
C60/Tolueno + Dietil bromomalonato + 
1,8-diazobicyclo[5,4,0]undec-7-ene  
Tolueno:Hexano  NaH  Metanol  
HCl + Metanol  C60(CO2H)6 
(Laura L. 
Dugan, 1997) 
Referencia 52 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.
 
2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
(Jian-Min 
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C60(OH)x 3. 
 
 
 
Zhang, 2004) 
Referencia 43 
 
 
C60(OH)16.4 
 
 
 
 
(Sheng Wang, 
2005) 
Referencia 77 
C60(OH)x C60/Benceno + NaOH + TBAH  H2O  
C60(OH)x 
(Jing Li, 1993) 
Referencia 44 
C60(OH)24 C60/Tolueno + NaOH + CTAB (Cetil 
trimetil bromuro de amonio) + H2O2  
C60(OH)24 
(Gigov, 
Adnadjević, & 
Jovanović, 
2016) 
Referencia 34 
C60(OH)12 C60/C70 H2SO4/HNO3  H2O + NaOH  
HCl + NaOH  C60(OH)12 
(Long Y. 
Chiang, 1992) 
Referencia 56 
 
C60(OH)x 
C60 + Halógeno  H2O  C60(OH)x 
 
C60/Benceno + NO2  NaOH  Metanol 
 H2O  C60Ox(OH)y 
(Pavel A. 
Troshin, 
2005) 
Referencia 68 
 
 
3.5. Ensayos de actividad biológica 
 
Para la evaluación in vitro de la actividad antimicrobiana, es preciso conocer unos 
conceptos puntuales para entender el tipo de pruebas que se pretenden realizar: 
3.5.1. Métodos de dilución:  
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El método de dilución en agar o en caldo como test de susceptibilidad microbiana 
es utilizado para determinar la concentración mínima bactericida (MBC) y la 
concentración mínima inhibitoria (MIC), la que se define como la concentración 
más baja de sustancia que puede inhibir el crecimiento visible de un 
microorganismo, y la (MBCs) como la concentración más baja que puede prevenir 
el crecimiento de un organismo después de subcultivar en un medio libre del 
compuesto evaluado, estas variables son una herramienta para investigar nuevos 
antimicrobianos. 19.22 
 
En la técnica de dilución en caldo, son utilizados tubos o microplacas 
(microdilución) que contienen concentraciones crecientes del compuesto a 
examinar. El organismo en estudio es inoculado en los diferentes tubos o pozos de 
las microplacas y la MIC es determinada después de la incubación. 
 
En el método de dilución, las cajas se siembran con una determinada concentración 
de compuesto, luego se inoculan con el microorganismo en estudio y se incuban 
durante un tiempo establecido, después de ésta, se examina si el microorganismo 
crece o no en cada una de las cajas. La principal desventaja de este método es la 
cantidad necesaria de muestra a evaluar. Por el contrario, los métodos de 
microdilución en caldo son una técnica útil para determinar MIC, en un gran 
número de muestras. La ventaja sobre los métodos de difusión radica en un 
aumento de la sensibilidad para cantidades pequeñas, lo cual es importante 
cuando se trabaja con productos naturales, además permite diferenciar entre un 
efecto bactericida o bacteriostático. 19 
 
3.5.2. Determinación de la MIC 
 
La cuantificación de la actividad in vitro de los antimicrobianos se evalúa 
habitualmente mediante algunas de las variantes de los métodos de dilución. La 
MIC se ha establecido como "gold Standard" frente a otros métodos que evalúan 
susceptibilidad antimicrobiana (Figura 22); además de confirmar resistencias 
inusuales, da respuestas definitivas cuando el resultado obtenido por otros 
métodos es indeterminado. Se puede realizar en microdilución para lo que se usan 
las placas de microtiter (96 pocillos). 19 
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Figura 22. Katawera V. Et al. (2014). Evaluación In vitro por microtiter con 
resazurina. Recuperado de “Evaluation of the modified colorimetric resazurin 
microtiter plate-based antibacterial assay for rapid and reliable tuberculosis drug 
susceptibility testing” 
 
3.5.3. Determinación de viabilidad celular con Resazurina 
 
Este método fue desarrollado por Mosmann en 1983 como método colorimétrico 
cuantitativo de microtitulación para la determinación de la supervivencia y 
capacidad de proliferación de células mamíferas, y es preciso y rápido. Así mismo 
la resazurina (azul, no fluorescente) es reducida a resorufina (rosado, altamente 
fluorescente), por oxidoreductasas que se encuentran principalmente en la 
mitocondria de células viables. La resorufina es excretada al medio permitiendo el 
continuo monitoreo de la proliferación y/o la citotoxicidad de sustancias sobre 
células humanas, animales, bacterias e incluso hongos. 53 
 
Palomino et al propusieron un ensayo basado en la tinción de oxidación-reducción 
de resazurina, denominada ensayo de microtitulación de resazurina (REMA), para 
probar la susceptibilidad a los fármacos de los aislamientos de M. tuberculosis Este 
ensayo es simple, económico y da resultados rápidos en comparación con los 
métodos convencionales. REMA se ha utilizado en varios estudios para probar las 
susceptibilidades de los aislamientos de M. tuberculosis (OJO a rifampicina e 
isoniazida. Un cambio de azul a rosa indica la reducción de la resazurina y por lo 
tanto el crecimiento bacteriano. La MIC fue definida como la concentración de 
fármaco más baja que impidió este cambio de color. 47 
 
Este método de identificación está basado en el ensayo de Azul de Alamar (AB), el 
cual mide la actividad metabólica celular. El ensayo de AB se basa en la conversión 
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de la resazurina (tinte azul no fluorescente), que es convertida por las enzimas 
mitocondriales y otras a la resorufina (rosa fluorescente) (Figura 23). Dado que 
ambos, la resazurina sustrato oxidado y la resorufina producto reducido, son 
solubles en agua, se pueden difundir libremente a lo largo de gradientes de 
concentración. Además, AB no muestra los efectos citotóxicos y las células a probar 
no son destruidas, lo que permite realizar varios ensayos o mediciones cinéticas en 
el mismo conjunto de células. 46 
 
 
Figura 23. Figura 22. Escobar M. Et al. (2010). Conversión de resazurina a resorufina por 
acción metabólica de células viables. Recuperado de “Aplicación De Un Método 
Fluorométrico Para Evaluar La Proliferación Celular En Líneas Celulares Tumorales” 
 
M. tuberculosis es de crecimiento lento, por lo tanto, la adición del indicador 
simultáneamente con el compuesto a evaluar podría permitir la reacción 
enzimática del indicador antes de que los agentes antimicobacterianos tengan 
tiempo suficiente para inhibir el crecimiento. Debido a que la reducción de la 
resazurina es una reacción irreversible, una cepa susceptible puede ser falsamente 
indicada como resistente. 86 
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4. MATERIALES Y METODOS  
 
4.1. Síntesis del Fullerol 
 
4.1.1. Síntesis del Fullerol C60(OH)12 – Método 1  
 
La síntesis del fullerol se llevara a cabo por el método de polihidroxilación por 
síntesis fácil de fullerenos solubles en agua descrito por Kokubo, Ken 2008 y Long 
Chiang 1994. La reacción para obtener el fullerol se lleva a cabo mediante una 
síntesis de derivados de fullerenos policiclosulfatados, usando H2SO4 concentrado 
a una temperatura de 60°C durante 3 días y usando posteriormente éter dietílico 
anhídrido (C4H10O) para obtener un sólido café – naranja. Posterior a esto, se 
realiza una hidrolisis en H2O a 85°C en atmosfera de nitrógeno durante 10 horas y 
posterior secado por rotavaporación. El esquema general de la reacción es:  
 
C60 + H2SO4 -- 60°C /3días  C60(SO4)6 + H2O -- 85°C /10 horas  C60(OH)12 
(Figura 24) 
 
 
Figura 24. Chiang et al. (1994). Síntesis de Fullerol C60(OH)12. Recuperado de 
“Efficient Synthesis of Polyhydroxylated Fullerene Derivatives via Hydrolysis of 
Polycyclosulfated Precursors” 
 
Una vez obtenido el derivado polihidroxilado C60(OH)12 se procede a obtener el 
fullerol con alto contenido en grupos hidroxilo mediante el método de síntesis fácil 
de fullerenos altamente solubles.51Al fullerenol obtenido anteriormente se le 
adiciona una solución de H2O2 al 30%, agitando constantemente, a una temperatura 
de 60°C, durante 18 horas para obtener C60(OH)36*8H20, o durante un tiempo de 2 
semanas para obtener C60(OH)40*9H20 como se describe en la siguiente reacción: 
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C60(OH)12 + H202 -- 60°C/2 semanas  C60(OH)40*9H20 (Figura 25) 
 
Figura 25. Kokubo K. (2008). Reacción del derivado C60(OH)12 con 
H2O2.Recuperado de “Facile Synthesis of Highly Water-Soluble Fullerenes More 
Than Half-Covered by Hydroxyl Groups”  
Posterior a la obtención del polihidroxifullereno se procede a la caracterización e 
identificación del compuesto obtenido mediante técnicas tales como el UV/Vis, 
FT-IR, análisis térmico TGA (Termogravimetric-Analysis) y por último análisis 
elemental.  
 
Para el ensayo de susceptibilidad bacteriana se utilizó el método de 
microtitulación con resazurina que consiste en establecer, en forma cualitativa, el 
efecto de un conjunto de sustancias, ensayados individualmente, sobre las cepas 
bacterianas que se pretenden analizar.9 El método se basa en la reacción de la 
resazurina como indicador indirecto de supervivencia celular con el cultivo de 
micobacterias. Mediante esta técnica se busca evaluar la relación entre la 
concentración de la sustancia necesaria para inhibir una cepa bacteriana y el 
cambio de color en el medio de cultivo adecuado y sembrado homogéneamente 
con la bacteria a ensayar.  
Mediante estos resultados obtenidos, se buscara conocer la actividad 
antibacteriana del fullerol en cultivos celulares de M. smegmatis con el fin de 
evidenciar un potencial uso de esta molécula en el tratamiento de esta patología. 
 
4.1.2. Síntesis Del Fullerenol (C60(OH)44*8H2O) – Método 2 
 
0.100 g de fullereno C60 son añadidos en 50 mL de solución de tolueno con 10 mL 
de una solución de peróxido de hidrogeno H2O2 al 30%, y 0.5 mL de solución de 
THBA al 40% en agua en un balón de 150 mL. La mezcla resultante se deja en reposo 
por 16 h a una temperatura de 60°C, con aire hasta que el color purpura de la 
solución de tolueno, se torne a una tonalidad incolora. 
Enfriar la muestra. Después de enfriada la muestra, una solución amarilla (5 mL 
aproximadamente) se separa y se mezcla con 85 mL de IPA: DIETILETER: HEXANO 
(7:5:5), para producir un precipitado blanco lechoso. 
Realizando una cuidadosa centrifugación y decantación, lavar el residuo dos veces 
con 50 mL de dietil éter, utilizando procedimientos de ultrasonido, centrifugación 
y decantación. 
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Secar el residuo bajo vacío a temperatura ambiente obteniendo 0.199 g de un polvo 
amarillo pálido.50 
 
4.1.3.  Cepa micobacteriana y condiciones de cultivo 
 
En este trabajo se utilizó la cepa mc2155 de M. smegmatis de rápido crecimiento 
suministrada por el grupo de investigación “bioquímica y biología molecular de las 
micobacterias” (bbmm) de la universidad nacional; esta cepa se mantiene 
congelada y fue previamente caracterizada, resultando ser ácido-alcohol 
resistente (ziehl-nieelsen positivo). M. smegmatis se cultivó en caldo lb a 37°c 
durante 4 días hasta una od600 de 0,3. 
la fórmula en gramos por litro de agua destilada es: triptona 10 g, cloruro de sodio 
10 g, extracto de levadura 5 g, agar 15 g. (ph 7.2 ± 0.2).101, 102. la triptona y el 
extracto de levadura proporcionan al medio los nutrientes necesarios para el 
desarrollo de los microorganismos. el cloruro de sodio ayuda a mantener el 
equilibrio osmótico. 
 
4.2. Evaluación In vitro de la actividad antimicobacteriana 
 
La actividad antimicobacteriana del fullerol se estimó en células de M. smegmatis 
usando resazurina como un indicador de viabilidad celular. En resumen, se mezcló 
100 uL de diluciones en serie de fulleroles (desde 1 mg/mL) en placas de 
microtitulación de 96 pocillos con 100 uL de una dilución 1: 100 de crecimiento de 
células de M. smegmatis mc2155 en medio LB (Luria Bertani) hasta una densidad 
óptica OD600 = 0,05 (dilución 1 en 10 de la escala Mc Farland 0,5). Las células 
micobacterianas se incubaron a 37ºC durante 3 días; a continuación, se añadió 30 
uL de resazurina (0.015 mg/mL) y posteriormente se incubó las células durante 24 
h. El crecimiento bacteriano se estimó mediante un cambio en el color del caldo 
de color azul a violeta. Se usó células micobacterianas sin compuesto como control 
positivo de crecimiento, compuesto con resazurina como control de coloración, e 
isoniazida (concentración final: 0.05 mg/ml) como control negativo de 
crecimiento.74 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5. RESULTADOS Y ANÁLISIS DE RESULTADOS  
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5.1. Síntesis de fullerol por Método 1 
 
El fullereno consiste en un polieno extremadamente reactivo a las especies 
radicales, lo que lo hace una molécula muy atractiva para llevar a cabo métodos 
de funcionalización (en este caso hidrolisis de precursores polisulfatados). Lo 
primero que se investigó fue la reacción del fullereno C60 con radicales hidroxilo 
preparados a partir de peróxido de hidrogeno, a pesar de esto, la reacción no 
procedió incluso durante varias semanas probablemente por la insolubilidad del C60 
en solución acuosa. 
 
                         
 
A continuación se realizó una segunda reacción con un derivado hidroxilado en vez 
de C60 calentando a 60°C, los resultados mostraron que se obtuvo una solución 
acuosa café homogénea al cabo de 3 días. 
                  
 
La suspensión del fullerenol (0.100 g) en peróxido de hidrogeno H2O2 al 30% (10 mL) 
se agitó vigorosamente a 60°C bajo aire por un periodo de 2 semanas. La solución 
café oscuro se convirtió en una solución café transparente al cabo de 2-4 días, 
teniendo en cuenta la escala de reacción, las condiciones de calentamiento, la 
eficacia de la agitación, debido a que se trata de una reacción sólido-líquido, este 
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cambio de color indica que la reacción no se llevó a cabo de manera completa. 
 
 
 
 
A esta solución se le añadió una mezcla de 2-propanol, éter dietílico y hexano (50 
mL de cada uno) para producir un precipitado de color blanco amarillento a blanco 
lechoso del fullerol deseado; en este caso el precipitado obtenido continuo de 
color café claro, fue secado en rotavapor y en estufa con vacío a 60°C, siendo 
caracterizado por espectroscopia FT-IR, UV/VIS y análisis elemental. 
 
 
 
El derivado hidroxilado C60OH12 se obtuvo utilizando el método de oxidación 
descrito por Chiang et al, por policiclosulfatación de fullereno C60, seguido de 
hidrolisis en presencia de agua a 85°C; su estructura se verificó utilizando 
espectroscopia FT-IR en donde se denotan bandas representativas en el derivado 
polisulfatado en 3414.25, 2922.49, 2852.02, 1638.70, 1617.57 1384.20, 1100.36 y 
619.03 cm-1. (Tabla 4) 
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Los espectros mostraron 4 bandas características reportadas como absorciones de 
varios fullerenoles (3414.25, 1617.57, 1384.20 Y 1100.36), el pico en 1638.70 
indica la existencia de un grupo carboxílico, que podría estar formado por 
oxidación adicional de un grupo hidroxilado. (Figura 26)(Anexo 8.1.11). 
 
 
Figura 26. Espectro IR del fullerol C60(OH)x por vía de policiclosultación. 
 
Tabla 4. Bandas IR obtenidos en el compuesto analizado C60(0H)X 
No. Onda (cm-1) GRUPOS 
3387,72 Estiramiento del enlace O-H 
2922,49 Estiramiento del enlace C-H 
2852,02 Estiramiento del enlace C-H 
1638,70 Tensión del enlace C=C 
1617,57 Flexión del enlace =C-C 
1384,20 Flexión del enlace O-C-H 
1100,36 Flexión del enlace C-C y C-OH 
619,03 Flexión del enlace C-OH 
 
 
En el análisis por espectrofotometría UV/VIS (Figura 27) para el derivado 
polihidroxilado obtenido, se presenta un comportamiento cóncavo decreciente, en 
donde en la región determinada entre 210 y 240 nanómetros se puede evidenciar 
una leve absorbancia (0.080 – 0.100 uA, unidades de absorbancia), este espectro 
no puede ser comparado a los reportados por por chiang et al y Konstantin et al; 
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adicionalmente el comportamiento de los grupos hidroxilos debe ser observado en 
la región de 180 nm, por lo que este espectro no indica comportamiento alguno 
del producto.  
 
 
Figura 27. Espectro UV del fullerol C60(OH)X del fullerol por vía de compuestos 
policiclosulfatados 
 
Es de destacar que la solubilidad del derivado obtenido no es completa en agua 
(3mg/10mL) lo que indica que la adición de grupos hidroxilados no es completa. 
En artículos anteriores se informó que una solución acuosa de C60 no reaccionó en 
absoluto con peróxido de hidrogeno H2O2 al calentarse, pero el derivado insoluble 
C60OH12 reaccionó de manera lenta para generar un derivado C60OH36*8H2O. 
 
Para el análisis elemental de este derivado de C60 polihidroxilado se obtuvieron los 
siguientes resultados (Tabla 5) (Anexo 8.1.9): 
Tabla 5. Análisis elemental al compuesto C60(OH)X por vía de policiclosulfatación 
Fullerol % N % C % H 
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Método 1 
0,13 85,35 0,45 
 
El alto porcentaje de carbono con respecto al de hidrogeno demuestra la cantidad 
significativa de componente C60 que no reaccionó, esta diferencia con respecto al 
contenido de hidrogeno (expresado en grupos hidroxilo) se puede deber a que el 
tiempo de reacción es muy largo y su material de partida (derivado C60OH12) es 
limitado, lo que no permite obtener una oxidación total por parte del peróxido al 
derivado obtenido, por las razones anteriores, se puede evidenciar que la reacción 
no es la adecuada para obtener el fullereno polihidroxilado deseado. 
 
5.2. Síntesis de fullerol por Método 2 
 
Se realizó un segundo método de síntesis que consistió en hacer reaccionar una 
mezcla de C60/Tolueno, peróxido de hidrogeno (H2O2) al 30%, y solución de 
Hidróxido de Tetrabutilamonio (TBAH) al 40% durante un tiempo de 16 h. La 
solución purpura se convirtió en una solución transparente con un sobrenadante 
amarillo como se evidencia en las siguientes imágenes: 
 
   
 
 
 
 
Como paso final en la reacción, se realizó el tratamiento al sobrenadante amarillo 
con la mezcla de IPA: DIETILETER: HEXANO (7:5:5) para poder obtener el 
precipitado deseado. Posteriormente se realizó un lavado con Hexano y dos lavados 
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con éter para poder obtener un sólido de color amarillo pálido secado al vacío 
como se observa en las siguientes figuras. 
  
 
La síntesis del derivado polihidroxilado, se confirmó usando espectroscopia UV, FT-
IR, junto con análisis elemental. Se observó una ligera diferencia en el color del 
producto por diferencias en la escala de reacción, las condiciones de 
calentamiento y/o la eficacia de la agitación. 
 
Como se muestra en la Tabla 6, se determinó la estructura media del fullerenol 
del método 2:  
 
- Ensayo 1 
Tabla 6. Análisis elemental del Ensayo 1 por el método 2 para la obtención del 
derivado polihidroxilado C60(OH)x hidratado. 
ELEMENTO % OBTENIDO % REPORTADO 
CARBONO 50,45 44,68 
HIDROGENO 3,84 3,56 
NITROGENO 0,85 0,72 
 
En este caso el contenido de Carbono e Hidrogeno nos muestran que la eficiencia 
de conversión no es total. Las posibles causas de este resultado son las condiciones 
en las que se llevó a cabo el experimento, puesto que se controló la temperatura 
del medio de calentamiento más no de la reacción como tal, conllevando esto a 
variaciones en los resultados obtenidos. El 0,28% de exceso en el contenido de 
Hidrogeno y el 0,13% de exceso en el contenido de Nitrógeno puede justificarse 
como trazas del TBAH por la baja eficiencia de la reacción, que es directamente 
proporcional con la alta cantidad de carbono (Figura 28)(Anexo 8.2.10). 
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Figura 28. Determinación de análisis elemental en el compuesto C60(OH)x por el 
método 2 en el ensayo 1 
De la misma manera, teniendo en cuenta el análisis elemental realizado, se puede 
determinar un estimado de la cantidad de oxigeno presente en la muestra, por 
diferencia en los porcentajes obtenidos, las proporciones atómicas relativas se 
obtienen dividiendo el estimado en porcentaje (%) de cada elemento en el peso 
atómico relativo del compuesto; así mismo, las relaciones atómicas se determinan 
dividiendo cada una de las proporciones atómicas en la proporción del elemento 
de menor proporción (en este caso, Nitrógeno) como se muestra en la tabla 7:  
 
Tabla 7. Análisis elemental del Ensayo 1 obtenido mediante el método 2. 
Proporciones atómicas relativas y relaciones atómicas obtenidas teóricamente 
 
 
Estas relaciones determinadas teóricamente podrían describir las cantidades 
posibles de números de moléculas de agua y de grupos hidroxilos que se formaron 
dentro de la reacción propuesta para la obtención del fullerol. 
 
 
- Ensayo 2 
Tabla 8. Análisis elemental del Ensayo 2 por el método 2 para la obtención del 
derivado polihidroxilado C60(OH)x hidratado. 
ELEMENTO % OBTENIDO % REPORTADO 
CARBONO 40,47 44,68 
HIDROGENO 3,28 3,56 
NITROGENO 0,66 0,72 
 
 
COMPONENTES
OBTENIDO 1
(%)
PESO ATOMICO g/mol
Proporciones atómicas
relativas (mol/g)
Relaciones Atomicas
CARBONO 50,45 12,011 4,2003 1,498
HIDROGENO 3,84 1,009 3,8057 1,357
NITROGENO 0,85 14,005 0,0607 0,02
OXIGENO POR
DIFERENCIA
44,86 15,999 2,8039 1
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En este caso el contenido de Carbono e Hidrogeno indican que a pesar de controlar 
las condiciones de reacción, la eficiencia de conversión no es total; por lo que la 
cantidad de grupos hidroxilos que se forman es menor a la esperada (Figura 29). Al 
controlar las variables de la reacción se observa una mejora en la eficiencia, 
logrando así obtener resultados más cercanos a los esperados pero con 
posibilidades de mejora.  
 
 
 
Figura 29. Determinación de análisis elemental en el compuesto C60(OH)x por el 
método 2 en el ensayo 2 
El análisis elemental obtenido para el ensayo 2 (Tabla 9) (Anexo 8.2.11) nos 
permite determinar de manera teórica la cantidad de moléculas de agua y de 
grupos hidroxilo que se formaron en la reacción propuesta: 
 
Tabla 9. Análisis elemental del Ensayo 2 obtenido mediante el método 2. Proporciones 
atómicas relativas y relaciones atómicas obtenidas teóricamente 
 
 
 
Por otra parte, teniendo en cuenta el análisis realizado por TGA para el ensayo 2, 
se observaron perdidas de peso para el fullerol en tres rangos de temperatura, 
temperatura ambiente hasta 120°C, 120°C a 250°C y por ultimo de 250° C hasta 
1000 °C; la primera perdida (8.247% en peso) se puede designar a puentes 
secundarios vinculados a agua, según lo reportado por chiang et al (1994). La 
segunda reducción de masa (28.63% en peso) puede atribuirse a la deshidratación 
de grupos hidroxilo introducidos, posiblemente mediante reordenamiento térmico 
de moléculas de pinacol, según lo reportado por Kokubo (2011). Las pérdidas de 
peso a temperaturas más altas (>250°C) corresponden a la descomposición de 
grupos secundarios formados en la superficie del fullerol, así como del núcleo del 
fullereno. La cantidad total utilizada del fullerol fue 3.9330 mg. El termograma de 
COMPONENTES
OBTENIDO 1
(%)
PESO ATOMICO g/mol
Proporciones atómicas
relativas (mol/g)
Relaciones Atomicas Átomos
CARBONO 40,47 12,011 3,3694 1,0365 62
HIDROGENO 3,28 1,009 3,2507 1 64
NITROGENO 0,66 14,005 0,0471 0,01 -
OXIGENO POR
DIFERENCIA
55,59 15,999 3,4746 1,0688 64
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este análisis se detalla en la Figura 30.  
 
 
Figura 30. Termograma TGA obtenido del fullerol sintetizado por el método 2. 
Teniendo en cuenta el porcentaje obtenido por medio del análisis elemental para 
el Nitrógeno (0.66% como remanente de la reacción del TBAH, de formula 
C16H37NO), teóricamente se puede determinar un porcentaje del 9.05% 
correspondiente a 2 átomos de carbono y 1.75% correspondiente a 4 átomos de 
Hidrogeno, que no hacen parte de la estructura del derivado polihidroxilado, sino 
como una traza del catalizador de transferencia de fase utilizado. 
 
 
Así mismo, analizando los datos de las pérdidas de peso reportadas según el 
termograma de TGA-DSC, se puede estimar la cantidad de moléculas de agua y 
grupos hidroxilo que se tienen dentro de la estructura del compuesto obtenido, 
siendo así que para la primera perdida correspondiente a 8,247% en peso (0,3244 
mg) para agua, se tiene un peso de 148.9 g/mol correspondiente a 8 moléculas de 
agua y para la segunda perdida correspondiente a 28,63% en peso (1,1262 mg) se 
tiene un peso de 516.8 g/mol que equivalen aproximadamente a 30 grupos 
hidroxilo (Tabla 10). Adicionalmente al análisis anterior, se debe tener en cuenta 
que no se obtuvo un compuesto totalmente puro, a pesar de los tratamientos 
realizados al mismo y el comportamiento térmico es comparable con los métodos 
descritos anteriormente por Chiang (1999) y Kokubo (2011) para la obtención de 
derivados polihidroxilados utilizando TBAH como catalizador de transferencia. 
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Tabla 10. Determinación de la cantidad de moléculas de agua y grupos hidroxilos 
obtenidos para el fullerol según análisis elemental. 
 
 
El espectro IR del fullerol se muestra en la figura 31 junto con los espectros de 
fulleroles conocidos de C60(OH)44.  
 
 
Figura 31. Espectro IR del fullerol C60(OH)x por método 2 "Síntesis fácil de 
fullerenol". 
Peso Molecular
g/mol
Peso en masa de 
agua g/mol
Moleculas de 
agua
Peso en masa de grupos
Hidroxilo g/mol
No. Grupos
Hidroxilo
Formula Elemental
estimada para el fullerol
1805,08 148,86 8 516,79 30 C60(OH)30*8H2O
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Figura 32. Kokubo K. (2011). Izq. Espectro IR de (a)C60(OH)12, (b) C60(OH)36*8H20 y 
(c) C60(OH)44*8H2O purificado. Der. Espectro IR de (a) TBAH (b) C60(OH)44 y (c) 
C60(OH)44*8H2O purificado. Recuperado de "Facile and Scalable Synthesis of a 
Highly Hydroxylated Fullernol 
Los espectros se asemejan estrechamente entre sí entre el producto y el espectro 
de referencia en el cual se evalúan contra las imágenes de la izq. (b) (c) y der. (b) 
(c) (Figura 32); las intensidades de los espectros difieren ligeramente, lo que 
sugiere una diferencia en el número de grupos hidroxilos introducidos. Los 
espectros mostraron una banda O-H amplia alrededor de 3400 cm-1 y tres bandas 
características a 1080, 1370 y 1620 cm-1, que se pueden asignar a C-O, C-O-H y C 
= C, respectivamente. Un pequeño pico a alrededor de 1720 cm-1 encontrado en el 
espectro de 1 implica la existencia de un grupo carboxílico, O - C = O, que podría 
haberse formado por la oxidación adicional de un grupo hidroxilo asociado con la 
escisión del enlace C - C de la Fullereno (Figura 33 y 34). 
 
 
 
Figura 33. Tabla de bandas IR del fullerol C60(OH)x por método 2 "Síntesis fácil de 
fullerenol". 
Longitud de Onda (cm-1) GRUPOS
3387,72 Estiramiento del enlace O-H
1628,41 Tensión del enlace C=C
1376,53 Flexión del enlace C-O-H
1085,89 Tensión del enlace C=O
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Figura 34. Kokubo (2011). Izq. Bandas características del C60(OH)36-44. Der. 
Bandas características del Fullerol purificado C60(OH)44*8H20. Recuperado y 
adaptado de "Facile and Scalable Synthesis of a Highly Hydroxylated Fullereno 
 
Se observan dos picos de menor tamaño próximos a 2850-2990 cm-1 y el hombro 
del pico a alrededor de 1500 cm-1 las cuales se atribuyen al TBAH residual; Esto es 
consistente con la cantidad traza de contenido de nitrógeno residual (0,72%) 
determinada por análisis elemental según es reportado en la literatura. 
  
Adicionalmente, se realizó la determinación por espectroscopia UV del compuesto 
obtenido en agua como se observa en la Figura 35.  
 
Figura 35. Espectro UV-Vis del fullerol obtenido 
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Figura 36. Semenov (2011). Espectro óptico del fullerol en solución de agua. 
Recuperado de "Fullerenol Synthesis and Identification. Properties of the 
fullerenol waters solutions." 
Al realizar la comparación del fullerol obtenido con el fullerol reportado (Figura 
36), se observa gran similitud entre ambos espectros pero no existe una longitud 
de onda máxima que permita evaluar un comportamiento típico; el 
comportamiento de los grupos hidroxilos debe ser observado en la región próxima 
a 180 nm, por lo que este espectro no indica comportamiento alguno del producto. 
Adicional a esto, se observa un cambio con el material de partida (C60) como se 
observa en la figura 37:  
 
 
Figura 37. Kokubo K. (2008). Espectro UV-Vis del C60 en tolueno. Recuperado de 
“Facile Synthesis of Highly Water-Soluble Fullerenes More Than Half-Covered by 
Hydroxyl Groups” 
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5.3. Evaluación in vitro de la actividad antimicobacteriana 
 
Los resultados de actividad del fullerol frente a M. smegmatis utilizando el método 
de microdilución se puede observar en la figura 38. 
 
 
Figura 38. Placa Microtiter revelada con resazurina en la evaluación de la 
actividad del fullerol C60(OH)x en células micobacterianas 
 
El cambio en la coloración, fucsia para cuando las bacterias se encuentran vivas y 
morado a azul para cuando existe inhibición, muestra que existe actividad 
antimicrobiana del compuesto sintetizado y probado frente a las micobacterias. 
 
Se empleó este método por duplicado para los dos ensayos realizados. El ensayo 1 
se realizó en las filas A y B y para el ensayo 2 se utilizó las filas C y D. Los 
respectivos controles del ensayo se realizaron en la fila E. 
En las columnas 1 a la 12 se realizaron diluciones seriadas del fullerol de la 
siguiente manera: 
 
 
COLUMNA CONCENTRACIÓN 
1 1 mg/mL 
2 0,5 mg/mL 
3 0,25 mg/mL 
4 0,125 mg/mL 
5 0,062 mg/mL 
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6 0,031 mg/mL 
7 0,015 mg/mL 
8 0,007 mg/mL 
9 0,003 mg/mL 
10 0,0015 mg/mL 
11 0,0007 mg/mL 
12 0,00037 mg/mL 
 
 
Se evidencio inhibición del crecimiento de células microbianas por el compuesto 
obtenido en las concentraciones mayores a 0,5 mg/mL. Se evidencia el 
comportamiento bacteriostático de este compuesto frente a este cultivo celular. 
 
Aunque todavía tiene baja actividad, este resultado es un buen indicador de que 
este compuesto puede ser utilizado para el diseño de un posible anti-tuberculoso. 
El mecanismo de acción exacto por el cual actúa este compuesto no se encuentra 
aún dilucidado. La capacidad anfipática del fullerol abre la posibilidad de entrada 
en la pared celular de la micobacteria por mecanismos que aún no se han 
dilucidado y se encuentran en motivo de estudio con otros derivados hidroxilados 
del fullereno. 
 
Al comparar el resultado obtenido por nuestro compuesto (500 g/ml) con la 
actividad de los medicamentos comerciales (tabla 11), se necesita a continuación 
probarlo en cepas de M. tuberculosis, además de probarse variaciones 
estructurales del mismo, para que su actividad fuese comparable a las 
concentraciones de antimicobacterianos usadas actualmente. 
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Tabla 11. Sensibilidad de cepas clínicas de M. smegmatis expresada en µg/ml. 
Recuperado de: Mycobacterium smegmatis. Control de Calidad SEIMC. Hospital 
Universitario Sevilla. 
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6. CONCLUSIONES 
 
Mediante la reacción propuesta por Chiang et al y Kokubo et al, se obtuvo un 
derivado polihidroxilado de fullereno C60 (Fullerol) en forma de C60(OH)30*8H20 
determinando el estimado teórico de los grupos hidroxilo, así como el numero de 
moléculas de agua, teniendo en cuenta los resultados obtenidos por análisis 
elemental y TGA. 
 
El método de síntesis vía hidrolisis de derivados policiclosulfatados de fullereno 
C60, presento una limitación dentro de su mecanismo de reacción debido a que el 
uso de Ácido Sulfúrico H2SO4 como catalizador, a pesar de formar una mezcla con 
el compuesto de partida, disminuye la velocidad de reacción y a que el compuesto 
no es soluble en este solvente lo que hace que el producto intermedio (derivado 
policiclosulfatado) no se obtenga y se imposibilite la hidrolisis del derivado para 
obtener el producto final polihidroxilado. 
 
Se analizó el derivado polihidroxilado mediante técnicas de espectroscopia UV/VIS 
e FT-IR, TGA y análisis elemental, comparando su similitud con los espectros 
reportados por Kokubo et al 2011 (espectro IR) y Konstantin et al 2011 (espectro 
UV/VIS), Chiang (1999) (Análisis termogravimétrico TGA para derivados 
polihidroxilados), permitiendo la caracterización del fullerol obtenido. 
 
La evaluación de la actividad biológica del fullerol, se realizó en un cultivo de M. 
smegmatis observando su actividad antimicrobiana a través de la inhibición del 
crecimiento de las células microbianas en una concentración mayor a 0.5mg/mL.  
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7. IMPACTO ESPERADO  
 
CIENTÍFICO: Con el desarrollo de este proyecto se espera generar conocimiento 
que ayude el estudio y entendimiento de nuevas moléculas para usos en 
tratamientos farmacológicos en patologías como las presentadas por la 
tuberculosis, por medio de la interacción de un derivado polihidroxilado de 
fullereno C60 y su viabilidad celular en cepas de M. smegmatis como mecanismo de 
estudio para futuras formulaciones de agentes antimicobacterianos y 
antituberculosos. 
 
INTERDISCIPLINAR: Con la propuesta planteada se busca el fortalecimiento de las 
diferentes disciplinas, al tener componentes químicos (estudio de nanopartículas), 
microbiológicos (evaluación de la viabilidad celular) y farmacológicos (posibilidad 
de alternativa terapéutica de un derivado nanotecnológico), que a su vez pueden 
tener un impacto industrial como punto de partida para nuevos desarrollos 
tecnológicos en la industria farmacéutica. 
 
MEDIO AMBIENTAL: Adicional a esto se busca minimizar el impacto ambiental 
generado por este tipo de moléculas en tratamientos avanzados, mediante la 
debida disposición final de residuos de los reactivos e insumos utilizados en el 
desarrollo de esta investigación, inactivación del material de laboratorio utilizado 
para pruebas biológicas y teniendo en cuenta las fichas técnicas y precauciones de 
cada uno de los reactivos y material utilizado. 
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8. ANEXOS 
 
8.1. FULLEROL (Vía Derivados Policiclosulfatados – Método 1) 
 
8.1.1.  Reporte de análisis elemental. Lectura de blanco. 
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8.1.2. Reporte de análisis elemental. Lectura del By-Pass. 
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8.1.3. Reporte de análisis elemental. Lectura del estándar 001. 
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8.1.4. Reporte de análisis elemental. Lectura del estándar 002. 
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8.1.5. Reporte de análisis elemental. Lectura del estándar 003. 
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8.1.6. Reporte de análisis elemental. Lectura del estándar 004. 
 
 
78 
 
8.1.7. Reporte de análisis elemental. Lectura de Metionina. 
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8.1.8. Reporte de análisis elemental. Lectura de QC BBOT. 
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8.1.9. Reporte de análisis elemental. Lectura de Muestra fullerol Método 1. 
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8.1.10. Reporte de análisis elemental. Lectura de Curva de calibración. 
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8.1.11. Espectro FT-IR del fullerol obtenido por el método 1 
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8.2. FULLEROL (Vía Derivados Polihidroxilados – Método 2) 
 
8.2.1. Reporte de análisis elemental. Lectura de estándar 001. 
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8.2.2. Reporte de análisis elemental. Lectura de estándar 002. 
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8.2.3. Reporte de análisis elemental. Lectura de estándar 003. 
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8.2.4. Reporte de análisis elemental. Lectura de estándar 004. 
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8.2.5. Reporte de análisis elemental. Lectura de estándar 005. 
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8.2.6. Reporte de análisis elemental. Lectura del Bypass. 
 
 
 
 
 
90 
 
8.2.7. Reporte de análisis elemental. Lectura de Metionina. 
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8.2.8. Reporte de análisis elemental. Lectura de QC BBOT 
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8.2.9. Reporte de análisis elemental. Lectura de Curva de calibración. 
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8.2.10. Reporte de análisis elemental. Lectura del fullerol obtenido por 
el método 2 – Ensayo 1. 
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8.2.11. Reporte de análisis elemental. Lectura del fullerol obtenido por 
el método 2 – Ensayo 2. 
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